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EFEITO ANTIMICROBIANO DO EXTRATO ETANOLICO DE SOLANUM
PALINACANTHUM E SIPARUNA GUIANENSIS EM ESCHERICHIA COLI
MULTIRRESISTENTES ISOLADAS DE ALIMENTOS

Resumo

Escherichia coli sdo bactérias causadoras de doencas veiculadas a alimentos. Uma
problemética identificada é a resisténcia a antibacteriano causada pela utilizacao
exagerada de antimicrobianos como promotores de crescimento e prevencgado de doencas
nos animais. Com isso, a busca de novas alternativas para superar essa resisténcia é
relevante. Neste contexto, 0os extratos naturais, tém sido empregados como alternativa por
serem capazes de interagir com ampla variedade de alvos proteicos. As espécies Solanum
palinacanthum Dunal (Jud) e Siparuna guianensis Aubi (Negramina), sdo plantas nativas
do Brasil distintas entre si em aspectos filogenéticos morfoldgicos e fisioldgicos, porém seus
extratos podem ter efeito antimicrobiano. Pelo exposto, analisou-se o efeito antimicrobiano
dessas plantas em 150 cepas de E. coli isoladas de alimentos da bacterioteca da UFJ e
realizou-se a caracteriza¢do dos grupos patogénicos e filogenéticos, através da PCR. 100%
(150/150) de cepas apresentou-se multirresistentes. Os farmacos fosfomicina e colistina
foram mais eficazes com 100% e 95,23% respectivamente, diferentemente da penicilina e
tiomicosin, que apresentaram resisténcia em 100% e 95,12%, respectivamente, as
amostras foram submetidas aos extratos, porém nao apresentaram potencial de inibicdo da
E. coli. Nao foram identificados os patotipos de EPEC, STEC, EIEC e das 150 onde 62%
(94/150) classificados para o filo grupo B1, grupos filogenéticos A ou C, correspondendo a
27% (27/150) do total, do Clado | ou Il com 3% (4/150) do total, grupo filogenético B2 com
1% (1/150) do total, grupos filogenéticos D ou E, com 6% (9/150) do total, e 0 grupo
filogenético F sendo o menos frequente, com 4% (6/150) do total. 6% (9/150) das amostras
analisadas foram classificadas como grupo indeterminado (U). Conclui-se que E. coli,
isoladas de alimentos destinados ao consumo humano em Rio Verde e Jatai, Goias, foram
100% multirresistentes a antimicrobianos testados e compfem grupos filogenéticos
potencialmente patogénicos, e na metodologia utilizada os extratos ndo apresentaram

efeito antimicrobiano.

Palavras Chave: enterobactéias, DEC, multirresisténcia a antimicrobianos, saude publica,

Plantas medicinais do Cerrado.



ANTIMICROBIAL EFFECT OF SOLANUM PALINACANTHUM AND SIPARUNA
GUIANENSIS ETHANOLIC EXTRACT ON MULTIRESISTANT ESCHERICHIA COLI
ISOLATED FROM FOOD

Abstract

Escherichia coli are foodborne disease-causing bacteria. One problem identified is
antibacterial resistance caused by the overuse of antimicrobials as growth promoters and
disease prevention in animals. Thus, the search for new alternatives to overcome this
resistance is relevant. In this context, natural extracts have been used as an alternative for
being able to interact with a wide variety of protein targets. The species Solanum
palinacanthum Dunal (Jud) and Siparuna guianensis Aubi (Negramina) are native plants of
Brazil that are distinct in morphological and physiological phylogenetic aspects, but their
extracts may have an antimicrobial effect. For these reasons, the antimicrobial effect of
these plants was analyzed in 150 strains of E. coli isolated from foods from the UFJ's
bacteriothek and the characterization of pathogenic and phylogenetic groups was carried
out by means of PCR. 100% (150/150) of strains were multiresistant. The drugs fosfomycin
and colistin were more effective with 100% and 95.23% respectively, unlike penicillin and
thiomicosin, which showed resistance in 100% and 95.12%, respectively. inhibition of E.
coli. Pathotypes of EPEC, STEC, EIEC and 150 were not identified where 62% (94/150)
classified for the phylum group B1, phylogenetic groups A or C, corresponding to 27%
(27/150) of the total, of Clade | or Il with 3% (4/150) of the total, phylogenetic group B2 with
1% (1/150) of the total, phylogenetic groups D or E, with 6% (9/150) of the total, and the
phylogenetic group F being the least frequent, with 4% (6/150) of the total. 6% (9/150) of
the analyzed samples were classified as an indeterminate group (U). It is concluded that E.
coli, isolated from food intended for human consumption in Rio Verde and Jatai, Goias, were
100% multiresistant to tested antimicrobials and comprise potentially pathogenic
phylogenetic groups, and in the methodology used, the extracts did not show antimicrobial

effect.

Keywords: enterobacteria, ethanolic extract, multidrug resistance, public health, Cerrado

medicinal plants.
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1.INTRODUCAO GERAL

A oferta de um alimento em boas condi¢des higiénico sanitarias é um importante
fator para manutencado e conservacao da saude do consumidor, dessa forma, o controle e
inocuidade de todo o processo da cadeia produtiva alimenticia deve ser realizado, evitando
riscos a saude do homem, uma vez que os alimentos mal conservados, processados e

preparados podem ser uma importante fonte de infecgéo (Barbosa et al., 2018).

As Boas Praticas compdem, um conjunto de fatores e procedimentos especificos
definidos como os corretos para se desempenhar uma acao, de forma padronizada e que
apresente o menor riscos possivel. No que desrespeito a alimentos, as Boas Praticas tém
por objetivo garantir maior seguranca e qualidade dos alimentos, bem como a seguranca

dos operadores/colaboradores (Anvisa, 2021).

A RDC n° 216/2004 determina que os envolvidos nas atividades de manipulacéo
dos alimentos devem ter conhecimentos minimos envolvem nocdes de higiene pessoal,
manipulacéo higiénica dos alimentos e doencas transmitidas por alimentos, assim como
correta qualificacacdo para execucao das atividades. Entretanto as boas praticas devem
se estender até o consumido o qual é envolvido na manipulacédo final dos alimentos, este
deve garantir os critérios basicos de higiénicos durante o preparo e manipulacdo dos
alimentos (Brasil, 2004).

Diversos métodos e tecnologias de controle de microrganismos e conservacédo de
alimentos sdo empregados para atender as exigéncias dos consumidores em relacéo a
seguranca microbiolégica e valores nutricionais, como processamento térmico, uso de

conservantes sintéticos e antioxidantes (Brasil, 1997).

Conforme, Portaria n°® 540, da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do
Ministério da Saude (MS), aditivo alimentar é qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacao, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulagdo de um alimento. Dentro das classes de aditivos, temos 0s
conservantes, formada por substancias capazes de impedir ou retardar a alteragdo dos
alimentos provocada por microrganismos ou enzimas (Brasil, 1997).

A resisténcia antimicrobiana é uma grande ameaca a saude publica global, de
forma que poderemos chegar a chamada “era pods-antibidtica”, a qual nao tera

antimicrobiano que seja capaz de atuar no tratamento das doencas bacterianas e as



infecgdes tornariam-se fatais. Temos como fator negativo a facilidade de locomogéao das
pessoas, nacional e internacionalmente, possibilitando uma disseminacédo bacteriana a
nivel global. A resisténcia antimicrobiana consiste em um mecanismo evolutivo natural, e o
uso irracional de drogas empregadas nos tratamentos em humanos e animais, e também
usada de forma preventiva na agricultura o que vem acelerando esse processo (OMS,
2016).

Com tudo a tendéncia a utilizacdo de recursos naturais e a problemética da
resisténcia antimicrobiana dos microrganismos as drogas atualmente utilizadas no
tratamento de infecBes, cresce o interesse em utilizar novos métodos de controle de
microrganismos nos alimentos, no intuito de evitar as infec¢des alimentares (Dastmalchi et
al., 2016).

Levando em conta a importancia de se monitorar a resisténcia antimicrobiana e a
ocorréncia de E. coli diarreiogénica em alimentos, bem como considerar alternativas para
0 controle da resisntencia bacteriana a antimicrobianos, o presente estudo avaliou o perfil
de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli de alimentos a antimicrobianos
convencionais e testou como medida alternativa o efeito antimicrobiano de dois extratos
naturais o da Siparuna guianeses e 0 da Solanum palinacantum entre os isolados que se
apresentaram multiesistentes e relacionou-se aos grupos filogenéticos e patotipos

diarreiogenicos que pertenceram apos a PCR.
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2 CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas vinculadas por alimentos

Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) sao todas e quaisquer patologias
desencadeadas pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados, sendo considerada
infeccdo quando o agente etioldgico € um microrganismo, ou intoxicagao quando provocada
por toxinas produzidos por microrganismos (Who, 1984; Nunes et al., 2017).

Os agentes biol6gicos comumente citados na etiologia das DVA sao bactérias,
virus, fungos e parasitas. As bactérias sdo responsaveis pela maior parte destas doencas,
sendo Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella spp., Bacillus
cereus e Clostridium perfringens as mais incriminadas e as toxinas como a botulinica,
enterotoxina, micotoxinas entre outros (Brasil, 2014; Lammie, 2016).

E. coli e Salmonella spp sédo agentes patogénicos comuns a humanos e animais,
sendo, portanto, patdogenos de relevancia em saude publica em todo o mundo (Brasil, 2014,
Lammie, 2016). A disseminacao geografica de cepas patogénicas intestinais comuns de
Salmonella spp. e E. coli € amplamente mediada por produtos alimentares contaminados,
por isso, a oferta de alimentos em boas condi¢cBes sanitarias € um importante fator para a
preservacao da saude do consumidor (Bezzera & Martins, 2008).

O processamento dos alimentos deve seguir critérios basicos de higiene para o
controle de contaminacfes, intoxicacbes e demais problemas relacionados a ma
conservacao do produto final (Reis, 2013), sendo a manipulacéo incorreta dos alimentos
um dos principais fatores de contaminac¢éo, o que pode resultar em riscos a salde humana
(Kindlein et al., 2014).

O alimento seguro ndo pode ter contaminantes que possam trazer perigo a saude
do consumidor, deve respeitar as concentracdes limites de risco determinados pela
ANVISA, as guais devem estar especificadas na rotulagem (Souza et al., 2006).

No Brasil, no periodo de 1999 a 2008, foram registradas 10,7% de surtos de DVA
em estabelecimentos de ensino. A justificativa baseia-se no organismo das criangas ser
mais susceptivel as DVA, pois apresentam sistema imunologico ainda em desenvolvimento,
com capacidade reduzida para combater infecgbes. Outra justificativa seria a pouca
producéo de acido cloridrico no estbmago, sendo a quantidade produzida insuficiente para
combater bactérias nocivas (Lopes, 2014).

Para que haja uma reducdo no aparecimento de novos casos de DVA € importante
uma acao conjunta, bem como empenho multisetorial, entre governo, industria alimenticia,

comércio e consumidor, com adocdo de estratégias de prevencdo que compreendam



medidas regulamentares, atividades educacionais de vigilancia de DVA e monitoramento

dos contaminantes (Malacrida et al., 2017).

2.2 Patotipos de Escherichia coli

Morfologicamente as células de E. coli apresentam se como bacilos com as
extremidades arredondas, podendo variar sua morfologia sob diferentes condi¢bes
ambientais, assim como os demais coliformes sdo bactérias gram-negativas, possui
linhagem geralmente moveis pela presenca de flagelos peritriquios presentes em toda a
periferia celular, podendo apresentar tipos diferentes de fimbrias (curtos pelos de adeséo)
gue aderem especificamente a determinados receptores em algumas linhagens elas
apresentam capsula ou uma camada limosa em torno das células importantes na formacéo
de biofilmes (Paula, 2014).

Fisiologicamente as E. coli s&o bactérias anaerdbia facultativa, vivendo tanto na
presenca quanto na auséncia de oxigénio, fermentando carboidratos como a lactose com
a producéo de acido e de gas, sendo esta a base de alguns métodos para sua deteccéo
em agua e em alimentos, sdo mesofilas, mas é classificada como um coliforme
termotolerante, pois consegue proliferar em cultura em temperaturas de 45°C que € comum
no intestino de animais de sangue quente, bactéria neutrofilica, proliferando melhor em pH
préximo a neutralidade, mas sobrevive em solo, na agua e em alimentos acidos por ser

capaz de gerar compostos basicos a partir da degradacédo de aminoacidos (Paula, 2014).

A E. coli pertence a um grupo de bactérias classicas, que normalmente habitam a
microbiota intestinal do homem sendo, em sua grande maioria, ndo patogénicas (Paula,
2014).

A microbiota intestinal compde um ecossistema que permite ao microrganismo nao
patogénico e hospedeiro um processo de simbiose, sendo uma coloniza¢éo desejada, pois
a E. coli atua como um microrganismo competindo, e assim impede a colonizacao de outras
bactérias oportunistas com potencial patogénicos, essa relacdo € benéfica para o
hospedeiro desde que, o equilibrio seja estabelecido através de uma dieta sistematica e

adequada em prebidticos e probidticos (Saad, 2006).

Entretanto, existe um grupo de E. coli diarreiogénicas as quais apresentam fatores
de viruléncia que as tornam capazes de desencadear doencas (Assis, 2016). Esse grupo
se dividindo em patotipos. Outro fator importante nessa relacdo € o hospedeiro, onde

criangas, idosos e imunocomprometidos, sdo o grupo com maior susceptibilidade a infecao,



visto que o sistema imunolégico desses individuos esta mais fragil e susceptivel a respostas
inflamatorias desregulada, podendo em casos mais severos evoluir para 6bito (WHO,
2017).

A resposta do hospedeiro varia também conforme o patotipo, podendo ser E. coli
produtoras de toxinas Shiga (STEC), que formam um grupo de bactérias patogénicas
envolvidas em surtos de DVA, do qual a E. coli enterohemorragica (EHEC) constitui um
subtipo, todas as cepas EHEC s&o patogénicas e constituem um importante grupo de

patdgenos emergentes transmitidos por alimentos (Macedo et al., 2020).

As E. coli enteropatogénica classicas (EPECs) que causam gastroenterites em
humanos e causadora da diarreia infantil. As E. coli enterotoxigénicas (ETECs) causam a
gastroenterite conhecida como diarréia dos viajantes. As E. coli enteroinvasoras (EIECS)
causam inflamacao da mucosa intestinal semelhante ao quadro produzido pela Shigella. A
E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli produtora de aderéncia difusa (DAEC) também
causam diarreia especialmente em criancas, sendo todos estes patotipos causadores de

surtos vinculados a ingestédo de alimentos contaminados (Kyung-Hwan et al., 2014).

Em destaque as STEC séo bactérias emergentes relacionadas com a ingestéao de
alimentos, ligada a um amplo espectro de doencas humanas, apresentando desde uma
diarreia branda até severas diarreias sanguinolentas (colites hemorragicas) que podem
evoluir para complicacdes graves como a Sindrome Hemolitica Urémica, que pode
promover graves sequelas renais levanda a uma possivel faléncia renal, e a Purpura

Trombocitopénica, que acometem principalmente idosos (Dera et al., 2016).

InfecgBes causadas pelas E. coli extra intestinais ou uropatogéncias (EXPEC ou
UPEC) estao relacionadas com os fatores de viruléncia apresentados por elas, conferindo-
Ihes capacidade de colonizar as superficies das mucosas do hospedeiro, evadir seus
mecanismos de defesas, adquirir nutrientes essenciais para a sobrevivéncia, lesar ou
invadir células do hospedeiro e estimular uma resposta inflamatoria (Dera et al., 2016).
Dentre os varios fatores de viruléncia das EXPEC, destacam-se as adesinas (fimH — fimbria
do tipo 1; papGll — pili de adeséao); toxinas (hlyF — hemolisina); sideréforos (iucD -
aerobactina); genes que codificam resisténcia as defesas do hospedeiro (iss) e invasao do

entodélio urogenital (Bower et al., 2005; Siqueira et al., 2009).

2.2.1 Escherichia coli enteropatogénica classica (EPEC)

A EPEC foi descoberta em 1940, sendo o primeiro patotipo definido, e ainda hoje é

considerada a mais versétil entre as categorias diarreiogénicas e a principais causas de



diarreia em criancas menores de 5 anos de idade (Albert, 1995; Donnenberg, 1996; Finlay,
2014). As cepas tipicas de EPEC sao patogénicas para humanos e ndo sdo encontradas
em animais, enquanto as cepas atipicas sédo patogénicas para ambos (Tozzoli et al., 2014).

A EPEC foi classificada em 1995 classificada em duas subcategorias: EPEC tipica
(EPEC-t) e atipica (EPEC-a). As EPEC-t sdo identificadas pela presenca do
gene eae (EPEC attaching and effacing) e plasmidio EAF (EPEC adherence factor) que
codifica a sintese de uma adesina importante na patogénese das bactérias. As EPEC-a
apresentam o gene eae, porém sdo desprovidas do plasmidio EAF portanto, ndo produzem
a fimbria BFP, sendo que séo as fimbrias que permitem a ligacdo das bactérias a célula do
mamifero. Tanto EPEC-t como EPEC-a devem ser desprovidas do gene stx (Shiga toxina)
gue caracteriza a STEC/EHEC (Ochoa, et al., 2011).

O mecanismo de patogénese da EPEC se da através da capacidade da bactéria
de injetar desencadear o sistema de secrec¢do tipo Ill, que consiste em ser a injecao de
proteinas efetoras no interior do enterécito, sendo elas as proteinas Tir (receptor
translocado de intimina) e EspF. A proteina Tir formara um dimero na membrana dos
enterdcitos, o qual vai atuar como um receptor para a adesina intimina (gene codificado
eae) e quando a intimina se liga e ativa a proteina Tir resultard na polimerizacdo da actina
nos enterécitos e formacdo da estrutura do tipo pedestal. Causando a lesdo A/E,
(Donnenberg; Whittam, 2001). A proteina EspF, cujo gene se localiza na ilha de
patogenicidade, causa perda da funcao da barreira intestinal, através da interrupcao das
juncbes estreitas e levando a morte por apoptose das células intestinais, e
consequentemente, a diminuicdo da capacidade de absor¢cdo da mucosa intestinal, com
ruptura do equilibrio eletrolitico o que pode resultar em diarreia (Donnenberg; Whittam,
2001).

2.2.2 Escherichia coli produtoras de shigatoxina (STEC)

A STEC teve seu reconhecimento como uma classe patogénica dividido em dois
momentos. O primeiro em 1977, classificada quanto a capacidade da cepa, pertencer aos
sorogrupos 018, 026, 0111, O126 e 0128, é capacidade de produzir toxinas que
causavam efeito citopatico irreversivel em células Vero (células de rim de macaco verde
africano) Konowalchuk, Speirs e Starvic em 1997, surgindo o termo verotoxina ou

verocitotoxina (Konowalchuk et al.,1997).

O segundo momento em 1983, com relatos de um sorotipo de E. coli, O157:H7,

seria responsavel por um surto de diarreia sanguinolenta, ligado ao consumo de



hamburgueres contaminados e mal cozidos. Este quadro clinico foi denominado colite
hemorragica, por Riley em 1983, onde foi possivel correlacionar as bactérias como do
mesmo grupo devido ao seu comportamento bioquimico e atividades biolégicas (Riley et
al., 1983).

Sua patogenicidade, € devido a capacidade de aderir ao epitélio do intestino grosso,
onde impede a sintese protrica e ocorre a autofagia gerando assim a morte celular outro
efeito secundario é a alteracao da célula endotelial, onde atua como um ninho de ativacao
da cascata de coagulacéo levando a microtombos e causando necrose isquémica através
do consumo de plaquetas e fragmentacdo das hemaceas colites hemorragicas (diarreias
com sangue) por acao da toxina shiga (stx) denominada stx1 e stx2, ambas toxinas, sé&o
responsaveis por inibicdo da sintese proteica, causando danos no epitélio intestinal,
podendo levar desde uma diarreia leve a uma colite hemorragica e/ou até mesmo para
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) (Loukiadis et al., 2006).

Os genes que codificam Stx estdo presentes e sao transferidos por bacteriéfagos
para as cepas de E. coli. As Stx possuem uma estrutura do tipo A1B5, onde as cinco
subunidades B séo responsaveis pela ligacdo da toxina a célula alvo e a subunidade A é o
componente ativo da toxina. O receptor para Stx € o Gb3 (globotriaosylceramide), presente
nas células de Paneth da mucosa intestinal e nas células epiteliais dos rins de seres
humanos, ou Gb4 (globotetraosylceramide) para Stxe, presente no endotélio vascular e
enterocitos de suinos. A toxina Stx pode atravessar o epitélio intestinal por meio de
endocitose seguido por exocitose na parte basal do enterdcito, mas o0 mecanismo nao esta
totalmente elucidado. Em seres humanos e leitdes, a Stx cai na corrente sanguinea e se
une aos receptores endoteliais. As Stx atuam em células endoteliais dos vasos sanguineos
da mucosa gastrointestinal, dos rins, do cérebro e outros tecidos, causando extravasamento
de liquido, hemorragias, a nefrotoxicidade observada em seres humanos e a
neurotoxicidade observada em leitdes com doenca do edema. Ruminantes ndo possuem
esses receptores para Stx no endotélio vascular, mas 0os mesmos estdo presentes nos
enterocitos das criptas, linfécitos intraepiteliais e macrofagos da mucosa intestinal.
EHEC/STEC também podem colonizar o intestino dos ruminantes, embora ndo causem
lesdes vasculares e, por isso, sinais sistémicos ndo sao observados. Apos a entrada da
toxina na célula, a subunidade A remove uma adenina do rRNA 28S do ribossomo
eucaridtico, alterando sua funcao e resultando em inibi¢cdo da sintese proteica, o que € letal
para a célula (Mainil & Daube, 2005; Croxen & Finlay, 2010; Mainil, 2013).



Sao existentes até a data trés subtipos de Stx1 (Stxla, Stx1c, Stx1d) e sete subtipos
de Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g), sendo que as cepas produtoras
de Stx2a, Stx2c e ou Stx2d sao frequentemente associadas a sindrome hemolitica urémica
dos seres humanos. As cepas de E. coli produtoras de Stx2e sdo de grande importancia

em suinocultura, pois causam a doenca do edema em suinos (Mainil, 2013).

Estudos apontam uma alta porcentagem de bezerros infectados com estes
patotipos, porém ndo apresenta sinais clinicos, entretanto estes animais constituem
importante reservatério de STEC/EHEC tanto para bovinos como para o homem. Em 2011,
houve uma grande epidemia causada por um sorotipo raro de E. coli patotipo STEC e
sorotipo 0104:H4, envolvendo mais de 4.000 pessoas em 16 paises europeus (Gyles &
Fairbrother, 2010).

Nem todos os STEC sao patogénicos para o homem. A gravidade varia conforme
a quantidade de microrganismo, imunidade do hospedeiro e toxinas, e pode presentar
sinais clinicos brandos como uma diarreia branca sem complicacbes até a colite
hemorragica com intensa dor abdominal e diarreia sanguinolenta, com pouca ou nenhuma
febre (Murray et al., 2014).

2.2.3 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

A Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC), causam doenca nos paises
desenvolvidos, colonizando tanto intestino de adultos quando de criangas, causando colites
hemorragicas, (diarreias sanguinolentas) e podendo causar complicacdes mais graves,
como, a sindrome urémica hemolitica (SHU) que evolui para faléncia renal, podendo ser
fatal, principalmente em criancas (Paula, 2014), sendo o sorotipo O157:H7 isolado de
EHEC em pessoas doentes nos Estados Unidos, no Japao e no Reino Unido (Lim et al.,
2010).

As EHEC podem ou néo possuir plasmideo pO157, os quais possuem genes de
viruléncia, que confere a cepa maior patogenicidade e mecanismos de escape para as
respostas imunes do hospedeiro (Lim et al., 2010; Murray et al., 2014). Produzindo, toxinas
idénticas as produzidas pela Shigella dysentariae tipo I, conhecidas como Shiga-toxinas
(Stx1l e Stx2) (Gomi et al., 2015). Onde possuem subunidades A e B, sendo que a
subunidade Al da Stx2 tem uma afinidade maior para os ribossomos e maior atividade
catalitica do que a subunidade Al da Stx1 que configura a sintese de proteina perturbada
e a morte da célula rRna 28S (Basu et al., 2015). STEC das EHEC se diferem devido a



EHEC possui a ilha de patogenicidade LEE, desse modo, € capaz de causar a lesao A/E,

semelhante a induzida pela EPEC (Croxen & Finlay, 2010).

Nas EHEC a liberacdo das toxinas acontece através da lise do fago, que € um
codificador da toxina em reposta a danos no DNA bacteriano, por isso antimicrobianoterapia
nao deve ser usada em infec¢des por EHEC, pois aumenta a liberacdo da toxina agravando

a sindrome (Croxen & Finlay, 2010).

E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli produtora de toxina Shiga toxina
(STEC), também conhecida como E. coli verotoxigénica (VTEC), em funcdo do efeito
citotéxico em células Vero, se referem a cepas de E. coli que produzem pelo menos umas
das toxinas Shiga (Stx1 ou Stx2) (Gyles 2007). Outro fator de viruléncia importante para a
caracterizacdo de EHEC ¢é a presenca da ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte
effacement), com genes responsaveis pela formacgao de A/E, como em EPEC. EHEC possui
a mesma LEE de EPEC, porém o mecanismo de formacédo da estrutura semelhante ao
pedestal é ligeiramente distinto das EPEC: ndo ocorre fosforilagdo de Tir pela célula
hospedeira, a formacdo de pedestal é independente de Nck, o rearranjo de actina é
mediado por TccP (Tir cytoskeleton-coupling protein), que se liga ao Tir por meio de
proteinas da célula alvo IRTKS (insulin receptor tyrosine kinase substrate), que interage
com N-WASP para ativar o complexo ARP2/3 (Croxen & Finlay, 2010).

A diferenciacédo das EHECs e STECS principalmente se da em relacéo a liberacéo
das toxinas, onde as EHEC ndo possuem mecanismo de liberacdo e essa liberagcao
acontece apdés a morte celular bacteriana, o que quando empregado antibioticoterapia
agrava a sindrome hemolitica urémica, pos quanto mais morte bacteriana, mais liberacao

de toxinas (Croxen & Finlay, 2010).

2.3 Grupos Filogenéticos

Os grupos filogenéticos contemplam uma parte significativa de uma analise
exploratoria de sequéncias de DNA e proteinas, permitindo tragar o caminho evolutivo e
epidemiologico de agentes etiologicos de doencas e/ou o caminho evolutivo de seus
hospedeiros (Caldart et al., 2016). Uma arvore filogenética € uma representacao gréafica de
relacbes ancestral-descendente entre organismos ou sequéncias genéticas, e deve ser
considerada como uma hipétese de um relacionamento evolutivo entre um grupo de

organismos.

Patdgenos como a E. coli, sdo frequentemente isolados de amostras de alimentos

por serem bactérias com potenciais riscos de infecgdo para os consumidores e em paralelo



vem passando por uma forte pressdo seletiva o que lhe confere evolucdo frente aos

tratamentos e métodos empregados para inibir o crescmneto bacteriano (Lentz, 2018).

Clermont et al. (2000) em seus estudos identificou quatro filo grupo (A, B1, B2 e D),
posteriormente, validaram uma nova analise filogenética em que cepas de E. coli
atualmente séo classificadas em oito grupos filogenéticos principais (A, B1, B2, C, D, E, F
e clado I. A tipagem genética permite que as estipes sejam classificadas em um dos grupos
achados através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR), uma das técnicas mais
empregadas para essa classificagcdo. Na metodologia proposta por Clermont et al. (2013) a
nova classificacdo das cepas foi realizada por uma PCR quadruplex, que é uma técnica
empregada para a amplificacdo simultdnea de quatro alvos no mategial genético (Figura
01) (Clermont et al., 2013).

Os filos grupos A e B1 predominam em cepas intestinais que colonizam o intestino
de humanos saudaveis, além de ser a classe de bactérias que possui a maior taxa de
resisténcia a antibioticos quando comparadas aos grupos B2 e D (Clermont et al., 2013). A
barreira entre o comensalismo e viruléncia resulta de um equilibrio complexo entre o0 estado

do hospedeiro e a expressao de fatores de viruléncia da bactéria (Picard et al., 1999).

O grupo A é considerado uma linhagem distinta que compreende a cepa K12, e
estd mais relacionada a isolados obtidos de cepas comensais da microbiota humana. Ja o

grupo B1 é prevalente em E. coli isolada de mamiferos (Silva, 2015).

As bactérias extras intestinais capazes de causar doencas entéricas constituem
entre os filos grupos B2 e D, caracterizados pelos aspectos de viruléncia. O filo grupo B2
se da por um dos mais antigos grupos que teve origem monofilética. Ja o grupo D constitui
dois ramos filogenéticos, um surgido primordialmente como subgrupo B2 e outro ramo que

emergiu posteriormente (Lara, 2017).

O grupo F é composto de linhagens que partilham caracteristicas em comum a dos
grupos B1. O filo grupo C também se refere em semelhanca ao filo grupo B1 assim como
0 grupo F. Os filos grupos F e B2 sdo os mais basais, sugerindo que sé&o os primeiros
grupos ancestrais, e com isso os filos grupos divergentes A, B1 e C surgindo mais
recentemente. O grupo D é mais diversos do que grupo C, que € mais clonal, assim como

o filo grupo E, sendo os filos grupos A e B1 mais diversos (Coura, 2016).

Alguns estudos tentaram identificar a origem evolutiva da E. coli extra intestinais

usando analise de marcadores patogénicos para classificar os isolados em diferentes



grupos filogenéticos (Johnson et al. 2001; Luna et al. 2010; Moulin-Schouleur et al. 2007).
No entanto, a acumulacéo acelerada de dados de sequéncias moleculares de diversos
organismos, possibilitou novas ferramentas para o entendimento da evolugcédo das doencas
(Caldart et al., 2016).

Figura 1: Fluxograma da metodologia proposta por Clermont et al. (2013).
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FIG 1: Metodologia usada para distin¢gdo dos grupos filogenéticos

2.4 Susceptibilidade a antimicrobianos convencionais

Os antimicrobianos estéo listados como um dos avancos mais significativos da
ciéncia moderna e até os tempos atuais a medicina se baseia no emprego racional dos
mesmos. No entanto, esses microrganismos possuem mecanismos evolutivos que
somados a presséao seletiva do uso terapéutico irracional dos antibiéticos faz com que os
graus de resisténcia bacteriana creca exponencialmente (Mendonca, 2020).

Segundo Tamma & Simner (2018), a resisténcia dos microrganismos vem
aumentando em varios antimicrobianos testados, mesmo aqueles que ndo sao utilizados
rotineiramente pelo homem, porém utilizados na terapéutica médica veterinaria, concluindo
gue os genes de resisténcia podem ser transmitidos entre as espécies, por meio de
plasmideos. Portanto, o consumo de alimentos contaminados por agentes bacterianos pelo
homem facilita a transmisséo destes agentes resistentes, causando um grave problema de
saude publica. Dessa maneira, sdo necessarios estudos mais abrangentes com relacéo a
resisténcia no Brasil, a fim de diminuir os impactos na salde publica e consolidar o mercado

brasileiro no cenéario internacional (Silva e Lincopan, 2012).



A resisténcia a antimicrobianos € uma problematica importante na Medicina
Veterinaria e saude publica, e o conhecimento de quais antimicrobianos tem efeitos sobre
a Escherichia coli e Salmonella spp € relevante, tanto para eficiéncia do tratamento quanto
para o controle do aumento da resisténcia destes microrganismos. Um quadro alarmante
gue favorece este aumento de resisténcia € a falta de sistemas de saneamento eficazes,
gue permite o langcamento de esgoto de hospitais e domicilios, sem o tratamento adequado.
No meio ambienteestas bactérias entram em contato com outros microrganismos e

antibiéticos, fomentando um novo processo de selecdo que potencializa a resisténcia.

2.5 Conservantes

Os conservantes mais comumente utilizados nas indastrias alimenticias, séo:
Benzoato de sodio, que é obtido a partir da neutralizacdo do acido benzoico por hidroxido
de sadio, e apresenta a férmula quimica CeHs COOH Na. Embora o acido benzoico néo
dissociado seja o0 agente antimicrobiano mais efetivo, usa-se preferencialmente o benzoato
de sodio por ser cerca de 200 vezes mais solivel em agua. Apresenta poucos efeitos
toxicos, embora seja relatodo pela literatura asma e urticarias (Who, 2016).

O grupo dioxido de enxofre e sais de enxofre possui como representantes os
Metabissulfito de sodio e Bissulfito de sodio, possuem acdo contra 0 escurecimento
enzimatico e ndo enzimético, no controle microbiolégico, como antioxidante e agente
branqueador atuando também como agentes inibidores de mofo e leveduras (Filla, 2016)

Sorbato de potassio, representa o 3° maior grupo de conservantes utilizados nos
mais diversos tipos de alimentos tais como bebidas pastelaria e padaria parcialmente
cozida, queijos, frutas e legumes em conserva ou cristalizadas, azeitonas, compotas e
geleias, dentre outros (Silva & Lidon, 2016). Seus efeitos colaterais em altas dosagens sao
possiveis alergias, geralmente urticaria.

Com a tendéncia a utilizacao de recursos naturais e a problematica da resisténcia
antimicrobiana dos microrganismos as drogas atualmente utilizadas no tratamento de
infecbes, cresce o interesse em utilizar novos métodos de controle de microrganismos nos

alimentos, no intuito de evitar as infec¢des alimentares (Dastmalchi et al., 2016).

7

Ja é relatado na literatura alternativas reconhecidas pelo Food and Drung
Administration (FDA) como: Mangericdo, pimenta preta, salvia, canela, coentro, erva doce,

gengibre, limao entre outros (Ribeiro, 2017).



E pesquisas apontam novas alternativa a qual valida a eficacia desses produtos
naturais como alternativa ao uso dos conservantes sintéticos, como o extrato natural do
orégano em que mostrou eficacia na conservacao de produtos carneos onde apontou como
substituinte dos quimicos BHT — butil-hidroxi-tolueno e eritorbato de sédio ( Fernandes,
2016).

2.6 PLANTAS DO CERRADO COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO

2.6.1 Solanum palinacanthum Dunal

Solanum palinacanthum joa-ti, conhecida popularmente por mingola, melancia-da-
praia, jua bagudo, € uma espécie da familia Solanaceae, encontrada em zonas tropicais e
temperadas, incluindo o Cerrado brasileiro. Esta familia tem grande importancia para a
industria alimenticia, pois abriga frutos muito utilizados na culinaria nacional, como tomate,
berinjela, pimentas e pimentdes (Souza e Lorenzi, 2019). O amplo uso medicinal da familia
esta representado pelas espécies Atropa belladonna L., Datura stramonium, Hyosciamus
niger, entre outras, produtoras de potentes alcaloides como atropina, hyosciamina e
escopolamina, sendo utilizadas em doencas gastrointestinais e Ulceras e a atropina como

antidoto para intoxicacdo com organofosforados e bradicardia (Olmstead & Bohs, 2007).

E importante ressaltar que a Solanum palinacanthum ja vem sendo utilizada pela
industria farmacéutica laboratérios Belfar ®), com o langcamento da lerobina que é um
medicamento utilizado para auxiliar na digestéo e protecéo do figado contra o alcool (Belfar
®).

Segundo Leeser (1962) que se posiciona a favor de medicamentos homeopética
(sua patogenesia) € relacionada com a concentracdo de alcaldides, nas medicacbes
proveniente da familia das Solanaceae, que contém maiores quantidades de atropina (dI-
hiosciamina) e escopolamina (hioscina), que séo alcaldides pertencentes ao mesmo grupo
guimico, semelhantes aos alcal6ides advindos da espécie Atropa belladonna L. Esses
compostos sao classificados como antagonistas de receptores muscarinicos. Apesar de
possui atuagdo inespecifica nestes receptores, que se encontra distribuidos de forma
heterogénea no corpo humano. Esses antagonistas evitam os efeitos da acetilcolina
bloqueando o0s receptores colinérgicos muscarinicos dos locais neuroefetores da

musculatura lisa, musculo cardiaco e células glandulares; dos ganglios periféricos; e do



sistema central. Atuam pouco como bloqueadores dos efeitos da acetilcolina nos receptores

nicotinicos (Goodman & Gilman, 1996).

O género Solanum ocorre em todo territério brasileiro e € representado por 288
espécies, sendo 143 endémicas, ou seja, s6 ocorrem no pais (Stehmann et al., 2015).
Outros estudos taxonOmicos sobre o género Solanum foram realizados por Sendtner
(1846), Smith & Downs (1966), Carvalho (1985), Stannard (1995), Agra (1999a; 2006;
2007), Agra et al., (2003), Mentz & Oliveira (2004) e Carvalho & Bovini (2006). Outros
autores descreveram novas espécies em varias regides do pais (Agra, 1992; Angra, 1999Db,
Agra & Nee, 1997; Carvalho & Bovini, 2006; Knapp, 2002; Mentz & Nee, 2003).

No bioma Cerrado, ocorrem 70 espécies incluindo S. palinacanthum, comum em
areas antrépicas (alteracdes do homem no meio ambiente). Trata-se de uma espécie
arbustiva, de caule aéreo, folhas simples, aculeadas, com tricomas, inflorescéncia do tipo
cimeira opositifolia, com flores de célice lobado e corola estrelada (figura 2). Fruto orbicular,
esverdeado com listas amarelas e sementes achatadas (Stehmann et al., 2015).

Em se tratando de medicina popular, os indigenas Guarani-Kaiowa utilizam da
seiva de S. palinacanthum para tratarem tumores (Million, 2017). No municipio de Padre
Bernardo — GO, utilizam para tratarem furinculo (Million, 2017). Comunidades do Piaui
utilizam S. palinacanthum para tratar dores nos rins e tuberculose (Oliveira; Barros; Moita-
Neto, 2010). Na literatura encontra-se pesquisas que destacam acdes inibitérias de extrato
de Solanum Palinacanthum sobre diferentes microrganismos, como Staphylococcus
aureus; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhimurium (Bouzada et al., 2009;
Nogueira et al., 2007).

Segundo Lob6 (2010), a Solanum paniculatum demonstrou melhor atividade contra
maior nimero de microrganismos ensaiados (S. aureus, E. coli e P. aeruginosa). Essa
aticidade foi exolicada relacionando a grande quantidade de classes alcaldides e taninos
presentes neste extrato. Solanum trilobatum Linn apresentou atividade bacteriana contra
Klebsiella sendo o0 seu extrato aquoso e Staphylococcus aures com o0 extrato etandlico
(Latha & Kannabiran, 2006).

Pereira et al. (2018), isolaram pela primeira vez a rutina, um flavondide

amplamente distribuido no reino das plantas, que apresenta diversas atividades bioldgicas,



possui agao antimicrobiana, e foi isolada nas folhas de Solanum paniculatum. O segundo
composto isolado nesse estudo foi o acido 3,5-dicafeoilquinico em que os pesquisadores
relataram a atividade antibacteriana e antifingica dessa substancia (Zhu et al., 2004),
também identificado atividade antiviral (Li et al., 2005). As atividades antioxidante (Wang et
al., 2003), antiproliferativa, inibidora da tirosinase e anti-hipertensiva também foram
atribuidas a este composto. Resumindo, as substancias responsaveis pelas propriedades
antimicrobianas do extrato de folhas de S. palinacantum foi isolado e identificado como

rutina e &cido 3,5-dicafeoilquinico (lwai et al., 2004; Mishima et al., 2005).

Muitos estudos tém mostrado as espécies de Solanum como um rico estoque de
diversos alcaldides. Em estudos farmacoldgicos, esses compostos exibiram atividades
biol6gicas promissoras tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, os fabricantes de
medicamentos tém feito uso desses alcaldides como moléculas principais na sintese de
novos medicamentos esterdides para varios tratamentos, na Solanum palinacanthum é o

Solamargine representando um glicosideo alcaloide esteroidal (Chowanski et al., 2016)

Figura 2: Folhas e Flores de Solanum Palinacanthum.

FIG 02: Folhas, caule, flores e frutos da planta Solanum palinacanthum.

2.6.2 Siparuna guianensis Aubi

A Siparuna guianensis Aubi conhecida popularmente como negramina, cafezinho,
erva de rato, catingueiro, limdo bravo, pertencente a familia Siparunaceae, possui 20
espécies no Brasil, sendo quatro endémicas. S. guianensis € uma planta aromatica, nativa
da América do Sul, ocorrendo em é&reas florestais. No Cerrado, se encontra presente nas
raras florestas e relevantes reservatorios de biomassa medicinal do Cerrado brasileiro,
estando restrita aos diversos ambientes, sendo recomendada como planta prioritaria



guando se trata de conservacao (Montanari, 2010). Suas folhas sdo as partes da planta
com maior utilizacdo popular, sendo uma importante matéria prima para uso prospectivo
devido ao seu potencial antimicrobiano, biomassa medicinal e rendimento (Valentini et al.,
2013).

A espécie S. guianensis se apresenta na forma de arbusto de caule acinzentado e
altura entre 5 a 15 metros no Cerrado (figura 3). A planta € do tipo perenifélio e possui maior
perda de folhas durante a seca. No entanto, tem brotacédo ao longo do ano, sendo mais
expressiva no fim das aguas, apresentando maior rendimento de compostos volateis no
periodo de emissao dos botdes florais. As flores sdo mondicas e possui frutos de cor verde

a vermelho (Valentini et al., 2013).

Figura 3: Folhas e Frutos da Siparuna guianensis Aubi

FIG 03: Folhas, caule e frutos da planta Siparuna guianensis Aubi.

2.6.2.1 Caracterizagéo fitoquimica Siparuna guianensis Aubi

A caracterizagdo fitoquimica qualitativa do extrato de Siparuna guianensis e a
analise por cromatografia em camada delgada revelou que o extrato etandlico e acetato de
etila e fracbes aquosas foram selecionados para a presenca de taninos, compostos

fendlicos, flavonoides e saponinas (Carvalho et al., 2020).

As fungbes descritas na literatura para o tanino estdo relacionadas, com suas

propriedades adstringentes. Quando ingerido este agente possui efeito antidiarréico e



antibacteriano, quando utilizado de forma externa, possui efeito impermeabilizante da pele
e mucosas, conferindo protecdo as camadas subjacentes (Bruneton, 1991). Ao precipitar
proteinas, oferecem um efeito antimicrobiano e antifingico. Se trata de um composto
hemostaticos e, por precipitarem alcaldides, sdo antidoto para casos de intoxicacdes: Os
taninos atuam na formacdo de camada protetora para os casos de cura das feridas,
gueimaduras e inflamacdes (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos
epiteliais lesionados, e logo abaixo dessa camada, ocorre a cura naturalmente (Melo, 2001).
Compostos fendlicos séo oriundos do metabdlitos secundario das plantas, quando em
quantidade superior aos niveis normais indicam resposta ao estresse que pode ser por
fitopatdgenos, lesbes causadas por herbivvoros, radiacdo solar, dentre outros
(Nicholson,1992; Alcantara et al., 2018; Beckman, 2000). Esses compostos possuem acao
bactericida, fungicida, antinflamatéria (Preethi et al., 2012) e anti-radicalar, tendo o0 seu uso
também, como estabilizadores de alimentos (Alcantara et al., 2019).

Os flavonoides possuem amplo efeito terapéutico, sdo moléculas polifendlicas que
apresentam propriedades antimicrobiana, antioxidante, osteogénica e
antiosteoclastogénica (Domitrovic, 2011). Entre esses compostos temos, a taxifolina, um
flavonoide tipo catecol, isolado de diversas plantas (Park et al., 2016 ), apresenta acéo
antimicrobiana contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (Jeong et al., 2009),
Acinetobacter hemolyticus (Chatzopoulou et al., 2010); atividade antifungica (Kanwal et al.,
2010); capacidade de estimular o aumento da expressdo génica de osteocalcina,
osteoprotegerina e sialoproteina 6ssea, além de diminuir a expressédo de RANKL (marcador
de reabsorcdo 0ssea) em osteoblastos (Satué et al., 2013) e estimular a diferenciacéo de

células-tronco mesenquimais em osteoblastos (Wang et al., 2017).

Nas ultimas décadas, as saponinas tém sido estudadas em todo mundo devido as
suas caracteristicas: presente em abundancia nas plantas, baixa toxicidade e alta
eficiéncia, apresenando pouco efeitos colaterais (Zhao, 2018). Os efeitos terapéuticos das
saponinas sdo; cardiovascular, antidiabético, hipoglicemia, antioxidante, antiasma, anti-
eczema, antiinflamatorio, antiartritico, antidiabético e redutor de colesterol,
imunomodulador, citotoxico, antiparasitario, antiviral, antifangico (Kalinin, 2008; Bahrami,
2016), anticancer (Aminin, 2015; Yun et al.,, 2018), antiangiogénese, antiproliferativo

(Zhang, 2017) e atividades antideméncia.



Com base na literatura, saponinas tem efeitos neuroprotetores que atua na
diminuicdo de doengas do sistema nervoso central (Alzheimer, Huntington, Parkinson e
derrames, Decroo, 2017). Também estimulam a apoptose e prevenir o crescimento de
células tumorais (Bahrami, 2016); apresentam atividades biolégicas, como a reducéo da
hiperlipidemia, regulacédo do acumulo de gordura, restricdo do figado gorduroso, alivio da
hiperuricemia, controle do aclUcar no sangue, inibicdo da gota e estimulagdo da funcéo

hematopoética da medula 6ssea (Zhao, 2018).
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RESUMO

[Efeito Antibacteriano do Extrato de Solanum Palinacanthum e Siparuna Guianensis em Escherichia coli isoladas de
alimentos] Objetivou-se avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli resistentes e
multirresistentes isoladas de diferentes alimentos frente aos extratos etanolicos de duas plantas do cerrado,
Solanum palinacanthum (nome popular joéa) e Siparuna guianensis (nome popular negramina) através da disco
difusdo e microdiluicdo e comparar com o perfil de suceptibilidade a antimicrobianos convencionais, assim
comoverificada a ocorréncia de patotipos diarreiogénicos de E. coli (E. coli entoropatogénica/EPEC, E. coli
enterotoxigénica/ETEC, E. coli produtora de shiga toxina/STEC), e identificados os grupos filogenéticos destas
cepas isoladas de diversas matrizes alimenticias as quais estavam destinadas ao consumo humano,
comercializadas no municipio de Rio Verde e Jatai, Goias, Brasil. O perfil de susceptibilidade antimicrobiana das
amostras de E. coli foi avaliado por meio da técnica disco difusdo, utilizando 18 antimicrobianos convencionais e
os isolados que se apresentaram resistentes ou multirresistentes foram testados para os extratos etanolicos de
Solanum palinacantum e Siparuna guianenses e avaliados através da disco difusio, relacionando os patotipos de E.
coli diarreiogénica assim como a filogenia pela técnica de PCR convencional. Dentre as 150 amostras de E. coli
analisadas 100% (150/150) de cepas apresentaram-se multirresistentes. Os farmacos fosfomicina e colistina
foram os mais eficazes com 100% e 95,23% respectivamente, diferentemente da penicilina e tiomicosin, que
apresentaram o maior percentual de resisténcia com 100% e 95,12%, respectivamente. Essas amostras foram
testadas para os extratos etandlicos das duas plantas, porém nio apresentaram potencial de inibicdo da E. coli. Nao
foram identificados os patotipos de EPEC, STEC, EIEC entre os isolados testados e das 150 amostras analisadas
foram classificados para o filo grupo B1 correspondendo a 62% (94/150) do total das amostras analisadas, seguido
dos isolados pertencentes aos grupos filogenéticos A ou C, correspondendo a 27% (27/150) do total, do Clado I ou
II com 3% (4/150) do total, grupo filogenéticoB2 sendo o menos frequente 1% (1/150) do total, grupos
filogenéticos D ou E, com 6% (9/150) do total, e o grupo filogenético F, com 4% (6/150) do total. 6% (9/150) das
amostras analisadas foram classificadas como grupo indeterminado (U). Conclui-se que os extratos etanolicos das
plantas Solanum palinacantum e Siparuna guianenses ndo apresentaram efeito antimicrobiano entre as amostras
de E. coli multirresistentes, isoladas de alimentos destinados ao consumo humano em Rio Verde e Jatai, e que
existem amostras multirresistentes e pertencentes a grupos filogenéticos potencialmente patogénicos o que é um
agravo para a saude publica.

Palavras chave: filogenia, STEC, EPEC, EHEC, multidroga resistente.
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ABSTRACT

[Antibacterial Effect of Solanum Palinacanthum Extract and Siparuna Guianensis on Escherichia coli
isolated from foods] The aim of this study was to evaluate the antimicrobial susceptibility profile of resistant and
multiresistant Escherichia coli isolated from different foods against ethanol extracts from two cerrado plants,
Solanum palinacanthum ( popular name j6a) and Siparuna guianensis (popular name negramina) through disk
diffusion and microdilution and compare with the susceptibility profile to conventional antimicrobials, as well as
verified the occurrence of diarrheagenic E. coli pathotypes (entoropathogenic E. coli/EPEC, E. enterotoxigenic
coli/ETEC, E. coli producing shiga toxin/STEC), and identified the phylogenetic groups of these strains isolated
from different food matrices which were intended for human consumption, commercialized in the cities of Rio
Verde and Jatai, Goias, Brazil. The antimicrobial susceptibility profile of E. coli samples was evaluated using the
disk diffusion technique, using 18 conventional antimicrobials, and the isolates that were resistant or
multiresistant were tested for ethanol extracts of Solanum palinacantum and Siparuna from Guyana and evaluated
using the disk diffusion, relating the diarrheagenic E. coli pathotypes as well as the phylogeny by the conventional
PCR technique. Among the 150 E. coli samples analyzed, 100% (150/150) of strains were multiresistant. The drugs
fosfomycin and colistin were the most effective with 100% and 95.23% respectively, unlike penicillin and
thiomicosin, which showed the highest percentage of resistance with 100% and 95.12%, respectively. These
samples were tested for the ethanol extracts of the two plants, but they did not show any potential to inhibit E.
coli. Pathotypes of EPEC, STEC, EIEC were not identified among the tested isolates and of the 150 analyzed samples
were classified for the group B1 phylum corresponding to 62% (94/150) of the total of the analyzed samples,
followed by the isolates belonging to the phylogenetic groups A or C, corresponding to 27% (27/150) of the total,
of Clade I or II with 3% (4/150) of the total, phylogenetic group B2 being the least frequent 1% (1/150) of the
total, phylogenetic groups D or E, with 6% (9/150) of the total, and the phylogenetic group F, with 4% (6/150) of
the total. 6% (9/150) of the analyzed samples were classified as an indeterminate group (U). It is concluded that
the ethanol extracts of Solanum palinacantum and Siparuna from Guiana had no antimicrobial effect among
samples of multiresistant E. coli isolated from foods for human consumption in Rio Verde and Jatai, and that there
are multiresistant samples belonging to phylogenetic groups potentially pathogenic, which is a problem for public
health.

Keywords: phylogeny, STEC, EPEC, EHEC, resistant multidrug.



INTRODUCAO

Escherichia coli é um dos contaminantes microbiolégicos comumente isolados em alimentos e é
caracterizado como um dos principais parametros para avaliagio da qualidade sanitaria, onde também ¢é utilizado
como indicador sanitdrio. E. coli atuam ainda, como microrganismos indicadores para o monitoramento da
disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos e, também, como potencial causadora de Doencas veiculadas por
alimentos (DVA), por meio de seus patotipos diarreiogénicos, entre eles E. coli enteropatogéncia/ EPEC; E. coli
produtora de toxina de shiga/STEC; E. coli enterohemorragica/EHEC e aos diferentes filogrupos patogénicos
(Faulaetal., 2017)

O monitoramento da resisténcia antimicrobiana em E. coli, é importante pois possui uma ampla
disseminagdo no ambiente (solo, dgua e alimentos) e em diversos hospedeiros, tem grande facilidade de
transferéncia de genes de resisténcia inter e intra espécie e € uma bactéria com uma gigantesca relevancia no que
diz respeito Satide Publica (ECDC, 2016).

A E. coli, é um patogeno de origem alimentar, embora a maioria comensal, existem grupos patogénicos
diarreiogénicos as quais sdo responsaveis por inimeros surtos a nivel mundial, onde o quadro clinico principal é
a presenca de diarreia nas diarreiogénicas (Ronald, 2001; CDC, 2016).

Nos EUA, em 1998 e 2014, foram investigados 18.211 surtos de DTA, 2,9% deles ocasionados por E. coli
diarreiogénica (CDC, 2016). Enquanto que no Brasil nos anos de 2000 a 2013, foram notificados 8.857 surtos de
DTA. Entretanto, ndo ha estatistica oficial que associe a presenca de E. coli diarreiogénica com estes eventos, em
grande parte devido a dificuldade na deteccdo dos patotipos, apontando uma fragilidade do Sistema Nacional de
Vigilancia em Saude (Ritter e Tongo, 2014). Entretanto os dados oficiais que associe a presenc¢a de E. coli
diarreiogénica a esses surtos, sdo imprecisos e essa causa se atribui em grande parte, as limita¢cdes no diagndstico
em relacdo aos patétipos e filogenia, o que evidencia uma vulnerabilidade do Sistema Nacional de Vigilancia em
Saude (Faula et al., 2017).

Afilogenia de E. coli sugere uma evolucdo de cepas comensais de E. coli que eram originalmente
desprovidas de fatores de viruléncia, mas se tornaram patogénicas por causa de transferéncias génicas horizontais
envolvendo eventos de transducdo, transformacao e conjugacio dessas transferéncia pode se da entre EXPEC e
isolados diarreiogénicos e em outras espécies (Lo et al,, 2015). Devido isso os antimicrobianos representam um
dos maiores avangos da ciéncia moderna e é usado até os tempos atuais, para combater as bactérias, entretanto o
uso indiscrimindado somado a pressdo evolutiva que os microorganismos vem passando desencandeou o
surgimento de resisténcia dos microrganismos, o que vem aumentando em varios antimicrobianos testados,
mesmo aqueles que nao sdo utilizados rotineiramente pelo homem, porém utilizados na terapéutica médica
veterinaria (Tamma & Simner, 2018).

Pensanso nisso alternativas devem ser desenvolvidas e os recursos naturais utilizado na terapia
popular vem sendo explorado, os metabdlitos secundarios das Siparuna guianenses e Solanum palinacantum sao
responsaveis por sua acdo antimicrobiana entre outras a¢des terapéuticas (Chung et al., 2011). Os principais
grupos de fitoquimicos que tem essas propriedades antimicrobianas sdo os fenoélicos e polifendis (flavonéides,
quinonas, taninos, cumarinas), terpenoides, alcaloides, lectinas e polipeptideos (Rajeh et al., 2013).

Levando em conta a importancia de se monitorar a resisténcia antimicrobiana e a ocorréncia de E. coli
diarreiogénica em alimentos, bem como considerar alternativas para o controle da resisntencia bacteriana a
antimicrobianos, o presente estudo avaliou o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli de
alimentos a antimicrobianos convencionais e testou como medida alternativa o efeito antimicrobiano de dois
extratos naturais o da Siparuna guianeses e o da Solanum palinacantum entre os isolados que se apresentaram
multiesistentes e relacionou-se aos grupos filogenéticos e patotipos diarreiogenicos que pertenceram apds a PCR.

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Delineamento experimental

Foram utilizadas, neste estudo, 150 cepas bacterianas de E. coli isoladas de diversos alimentos em
pesquisas realizadas entre os anos de 2013 a 2019 e que pertencem a bacterioteca da Universidade Federal de
Jatai-GO (UF]). Das quais 41 foram isoladas de carne de frango (Silva et al., 2020), 41 de carne moida, 21 de carne
suina (Barbosa et al,, 2020), 26 de alface (Arrais et al., 2020) e 21 de queijo tipo minas frescal (Barbosa et al.,
2020).



3.1.2 Recuperacio microbioldgica das cepas

As cepas de E. coli que se encontravam estocadas em freezer -202C foram inoculadas em caldo Mueller
Hilton, incubadas em estufa bacteriol6gica, em aerobiose, por 18 a 24 horas, a 37°C. Apds recuperacido das mesmas,
foi confirmada através de meio cromogénio harlequin onde placas com coloragdo roxa sido positivas para E. coli
(figura 4). Ap6s confirmacio foi inoculado uma colénia em tubos contendo agar nutriente fosfatado, devidamente
identificado e, a cada 30 dias, as amostras eram repassadas para um novo agar para armazenamento. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente, para realizacdo dos testes subsequentes onde foram confirmadas.
Todas as recuperagdes microbiolégicas foram seguidas de cepa Escherichia coli ATCC 25922 (CLSI 2019), para
controle positivo e Sthaphiloccocus hycus ATCC para controle negativo.

Figura 4: Meio cromogenico Harlequin positivo para E. coli.

FIG 04: Meio de cultivo harlequin contendo colonias de E. coli as colonias
apresentam caracteristica roxa

3.1.3 Obtencio do material botanico e identificagao das espécies

O material botanico das plantas nativas do cerrado Solanum palinacanthum (nome popular j6a) e
Siparuna guianensis (nome popular negramina) foram obtidos no municipio de Jatai, Goias, Brasil, que esta situado
na regido sudoeste do estado de Goids (GO) Latitude: -17.8759, Longitude: -51.7214 17° 52" 33" Sul, 51° 43" 17"
Oeste. Foram utilizados galhos contendo folhas verdes, livres de patdgenos, sendo a identificagdo botanica das
espécies foi realizada visualmente, acompanhada de material literario pelo Departamento de Biologia Botdnica da
Universidade Federal de Jatai.

Figura 5: Solanum palinacanthum

FIG 05: Folhas, caule, flores e frutos da planta Solanum palinacanthum.



Figura 6: Siparuna guianensis

FIG 06: Folhas, caule e frutos da planta Siparuna guianensis.

3.1.4 Obtencdo dos extratos das plantas

Os extratos foram obtidos no Laboratério de Quimica organica e inorganica da UF] (figura 8).
Primeiramente, folhas saudaveis foram separadas, posteriormente lavadas em dgua corrente e acondicionadas em
bandejas plasticas para secagem em temperatura ambiente e local ventilado por sete dias.

Apoés a secagem, foi realizada a tritura¢do das folhas secas em liquidificador para obten¢do de um pd. Em
seguida, este material foi submetido ao processo de extracao, com o uso do diluente etanol. A mistura foi deixada
em temperatura ambiente, com agitacdo por pelo menos 12h. Foram realizadas trés extra¢des consecutivas do
mesmo po, para retirada do maximo possivel de compostos biolégicos ativos.

Apoés a extracdo, foi realizada a filtragem do material utilizando-se funil e papel filtro, além de uma
bomba a vacuo, para retirada da parte solida, restando apenas a parte liquida, extrato bruto etanolico. O extrato
bruto etandlico foi submetido ao rotaevaporador, para evaporacdo do solvente a temperatura de 55 °C,
permanecendo somente o extrato bruto.

O extrato bruto foi pesado e acondicionado em recipientes de vidros, devidamente identificados e
acondicionados. O material foi deixado na capela de exaustao objetivando a completa eliminagao do etanol e, apds
trés pesagens consecutivas, em dias alternados, o processo foi concluido e o extrato armazenado em freezer a -
802C para posteriores analises. A metodologia de obtencdo dos extratos das plantas desta pesquisa foi descrita por
Carvalho et al., 2020.

2.3 Teste de sensibilidade por disco de difusdo

As cepas de E. coli e Salmonella spp, previamente recuperadas serdo testadas quanto a susceptibilidade,
frente a 18 antimicrobianos difundido em agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd. Hampshire, Reino Unido) pelo método
de disco difusdo (CLSI, 2019). Uma suspensao bacteriana sera ajustada a 0,5 MCFarland com a turbidez ajustada.
Serio utilizados os seguintes antimicrobianos: Gentamicina (CN; 10pg), Tilmicosin (TIL; 15 pg), Acido Amoxicilina-
Clavulanico (AMC; 20pg), Ampicilina (AMP; 10 ug), Norfloxaxina (NOR; 10 pg), Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT;
25 pg), Ciprofloxacina (CIP; 5 pg), Ceftiofur (EFX; 30ug), Fosfomicina (FOS; 50 pg), Enrofloxaxina (ENR; 05ug),
Neomicina (N; 30 pg), Oxitetraciclina (OX; 30 pg), Docixiclina (DOX; 30 pg), Linco Spectin (LS; 109ug), Florfenicol
(FL; 30 ug), Colistina (CL; 10 pg), Tetraciclina (TRA; 30 pg) e Penicilina (P; 30ug). Ap6s incubagao a 35 2C, por 18
a 24 h as zonas de inibicdo serdo medidas e classificadas como sensiveis, suscetiveis e resistentes, de acordo com
as diretrizes CLSI 2019. Os isolados serio classificados como multiresistentes quando apresentarem resisténcia a
mais de 3 grupos de farmacos avaliados (Magiorakos et al., 2012).



Figura 7: Halo de inibi¢do da E.col frente as dogas convencionaisi.

FIG 7: Leitura do halo de inibi¢do bacteriana.

Figura 8: Fases do processo de extracdo com etanol.

FIG 8: A - Folhas secas de Solanum palinacanthum, B - Trituracdo no liquidificador, C
- Material em p6 da trituracdo, D - Extracdo etandlico do p6 através de um
agitador magnético com aquecimento.

3.1.6 Teste de disco difusdo dos extratos brutos de Solanum palinacanthum e Siparuna guianensis

Para as cepas bacterianas que apresentaram resisténcia ou multirresisténcia aos antibacterianos
testados, foram testadas em triplicata, através do método de disco difusdo em papel de filtro, através da adaptacdo
do método de Kirby-Bauer, para os extratos brutos de Solanum palinacanthum e Siparuna guianensis (Nardeli et
al. 2014). As concentragdes foram preparadas a partir do extrato bruto a 50% (500 ul/ mL) e diluidas a 10% (100
ul/mL), 5% (50 ul/mL), 2,5% (25 ul/mL), 1% (10 ul/mL) e 0,1% (1 ul/ mL) (Haida et al 2007) (figura 9). Foram
utilizados discos de 6 mm de didmetro, embebidos com 10 pL de cada extrato em estudo e, como controles
negativos, os solventes e agua destilada; como controle positivo, fosfomicina (30 pg) para bactérias Gram
negativas. Em placas de Petri, contendo meio de cultura Mueller-Hinton, foram semeadas o caldo turvado da
bactéria ajustada a 0,5 MCFarland e em sequéncia foram acrescentados os discos com extratos e os controles.



Apos 24 horas de incubagdo em estufa a 362 +/- 1°C, foi realizada a leitura dos resultados, que consistiu
na medi¢do do didmetro dos halos de inibicdo, incluindo o préprio disco. Considerou-se como resultado final a
média das trés medidas, expressas em termos do diametro (mm) da zona de inibicdo do crescimento bacteriano
(Azevedo 2014, Guimaraes et al. 2010) Os resultados foram expressos em termos do didmetro (mm) da zona de
inibi¢cdo do crescimento bacteriano (figura 10).

Figura 9: Tubos de dilui¢des dos extratos e controles de diluicdo bacteriana.
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FIG 09: A) Tubos com as concentra¢des preparadas a partir do extrato bruto a 50% (500 mg/ mL)
(tubo 1) e diluidas a 10% (100 mg/mL) (tubo 2), 5% (50 mg/mL) (tubo 3), 2,5% (25
mg/mL) (tubo 4), 1% (10 mg/mL) (tubo 5) e 0,1% (1 mg/ mL) (tubo 6). B). Inoculagio dos
controles negativo (CN), positivo (CP) e da dilui¢ao (CD).

Figura 10: Placa de petri com disco difusdo dos extratos

FIG 10: Na metade superior os discos com as 6 concentragdes de Siparuna guianensis e na
metade inferior os 6 discos embebidos com Solanum palinacanthum. A seta azul
indica o controle positivo - fosfomicina. 1 = 50%; 2 =10%; 3 =5%; 4 =2,5%; 5=1%
e 6=0,1%.

3.1.6 Teste de diluicdo em caldo (microdilui¢cdo) dos extratos brutos de Solanum palinacanthum
e Siparuna guianensis

A metodologia aplicada nessa microdilui¢cao se baseou no comunicado técnico de Santos Filho (2019),
com modificagdes. As cepas que apresentaram resisténcia e multirresisténcia foram testadas através da técnica de
microdiluicdo em placas de 96 pogos, contendo caldo BHI e extrato etandlico de Solanum palinacanthum e Siparuna
guianensis que foram diluidos em &agua destilada, previamente autoclavada em frasco ambar, obtendo a
concentracdo de 10 mg/mL, como na metodologia de Santos Filho (2019). Para a inoculagdo bacteriana na placa,
foi ajustada em solugdo salina (NaCl 0,85%) na escala de 0,5 MacFarland. Foi aplicado 200 pL do extrato (10
mg/mL) na linha A, depois foi depositado 100 pL do caldo BHI da coluna 1 a A B30 12 e da linha B até H,
posteriormente foram feitas as dilui¢des seriadas pegando 100 pL do primeiro pogo e passando para o seguintes
pocos, da linha A até a F e no poco F apés realizar a homogeneizacdo foram descartados os 100 pL, obtendo as
seguintes dilui¢des 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL, 0,313 mg/mL, apds feitas as



dilui¢des foram adicionados 10 pL da solugdo bacteriana em triplicata, da linha A até G, ou seja, em cada placa
foram aplicadas quatro cepas de diferentes alimentos (Figura 11). Para validacdo do teste de microdilui¢do na
linha G foi considerado o controle positivo tendo crescimento bacteriano, contendo caldo BHI e o inoculo
bacteriano da cepa testada, ja na linha H foi considerado como controle negativo, contendo apenas o caldo BHI,
ndo tendo inoculo bacteriano e nem o extrato de S. palinacanthum, conforme exemplificado.

Figura 11: Microdiluicdo do Extrato de Solano palinacanthum e Siparuna guianenses com cepas de Escherichia coli.
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FIG 11: Legenda: Quadrado azul (Extrato + Inoculo), Quadrado amarelo (Caldo BHI+Extrato
em diferentes dilui¢des+Inoculo bacteriano), Quadrado vermelho (Controle positivo,
contendo BHI + Inoculo), Quadrado preto (controle negativo, contendo apenas caldo
BHI)3.1.7. Caracterizacdo molecular dos patotipos de E. coli

3.1.7. Analises de PCR

Todas as 150 cepas de E. coli tiveram seu DNA extraido pelo método da fervura, segundo Olsvick &
Strockbine (1993). O DNA foi transferido para tubo eppendorf 0,5 mL, livre de Dnase e Rnase, previamente
esterilizado e mantido a -20 2C até o momento das analises.

a. Classificacao filogenética

A determinagdo do grupo filogenético foi realizada por meio de ensaios de amplificagdo simultanea
(PCR-quadriplex), visando a detec¢do sequencial de DNA de determinados genes, conforme descrito por Clermont
etal. (2013) (Quadro 1). As reagdes foram realizadas com volume final de 20 pl, contendo Tampao de PCR 1x, 3
mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 2 unidades de Taq DNA polimerase, 3 ul de DNA e os primers apropriados. Foram
utilizados 0,2 uM, de cada um dos primers, exceto para AceK.f, cuja concentracdo na reacgao foi de 0,4 uM. Todas
as reagdes foram realizadas no termociclador Veriti (Applied Biosystems) programado para desnaturagio inicial
a 94 °C (4 minutos), seguida de 30 ciclos de 94 °C (5 segundos), 572C (grupo E) ou 59 2C (quadruplex e grupo C)
(20 segundos) 72 °C (10 segundos). Apés os ciclos, foi realizada a extensao final a 72 °C (5 minutos).



Quadro 1. Primers utilizados na PCR para classificacao filogenética das cepas de Escherichia coli isoladas
de alimentos

Primer Cédigo do Sequéncia do primer Amplificacao Referéncia
gene (bp)
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC Clermont et al.
chuA 288 (2013)
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.1b , CAAACGTGAAGTGTCAGGAG Clermont et al.
- yjaA 211 (2013)
Quadr yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
uplex TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC Clermont et al.
TspE4.C2 152 (2013)
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC Clermont et al.
2013
ArpAlr arpa TCTCCCCATACCGTACGCTA 400 (2013)
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Os produtos amplificados por PCR foram detectados por eletroforese em gel de agarose (BioAmerica
Biotech®) a 2,0%, utilizando-se como tampao o Tris/Borato/EDTA - TBE 1X (0,89 M Tris; 0,02M EDTA; 0,89 M
acido bdrico). A separagio eletroforética foi realizada a 4 Volts/cm por um periodo de aproximadamente 1 hora.
Apoés eletroforese, os géis foram corados em solucdo de brometo de etidio 0,5 mg/mL e visualizados em
transiluminador ultravioleta. As imagens dos géis foram feitas com foto documentador com sistema de
documentagdo Gel Doc-Print VX2 Foram considerados como gene arpA fragmentos com peso molecular de 400
pb; chuA fragmentos de 288 pb; yjaA fragmentos de 211 pb e TspE4C2 fragmentos de 152 pb.

b. Caracterizacao dos patétipos de Escherichia coli diarreiogenica

As amostras de DNA obtidas a partir dos 150 isolados de E. coli foram agrupadas na forma de pools, de
no maximo 5 amostras de E. coli, para a caracterizagdo dos grupos STEC, EHEC e EPEC.

Os pools de amostras de DNA foram amplificados, permitindo a identificagcdo dos fatores de viruléncia
stx1, stx2 e eaeA. Sendo realizadas duas PCRs distintas, uma para triplex objetivando a identificacio de stx1, stx2 e
E16S (utilizado como controle interno para E. coli) e a segunda para a identificacdo do eaeA. As sequéncias dos
primers utilizados encontra-se descritas no Quadro 02.

A PCR triplex foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo 10,7 pL agua ultrapura livre de
nucleases, 1x tampao de PCR, 3mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada um dos primer stx1.F, stx1.R, stx2.F
e stx2.R, 0,1uM dos primers E16S.F e E16S.R, 1,5 unidades de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotec) e 3 pL. de DNA.
A amplificagio foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems) com desnaturacio inicial a 95° C por
1 minuto, seguida de 35 ciclos a 95° C por 1 minuto, 60° C por 1:30 minutos e 72° C por 1:30 minutos, e extensio
final a 72° C por 7 minutos.

Para PCR do gene eaeA, foi usada um volume final de 20 pL, contendo dgua ultrapura 10,8 pL, tampao de
PCR, 2mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,3 uM de cada um dos primers eaeA200.F e eaeA200.R, 1 unidade de Taq
DNA Polimerase (Ludwig Biotec) e 3 uL de DNA.

A amplificagcdo do DNA foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems) com desnaturagao
inicial 95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos e 72° C por 30
segundos, e extensdo final a 72° C por 7 minutos.

* E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC).
Fonte: OH et al,, (2014) com modificacdes.

Os produtos amplificados por PCR foram detectados por eletroforese em gel de agarose (BioAmerica
Biotech®) a 2%, utilizando-se como tampao o Tris/Borato/EDTA - TBE 1X (0,89 M Tris; 0,02M EDTA; 0,89 M acido
bérico) e comparados com padrédo de peso molecular 100 bp Ladder plus (Sinapse Inc.). A separagio eletroforética
foi realizada a 4 V/cm durante aproximadamente 40 minutos. Os géis foram corados em solucdo de brometo de
etidio 0,5 mg/mL e visualizados em transiluminador ultravioleta. As imagens dos géis foram feitas com
transiluminador e fotodocumentador com sistema de documentagao Gel Doc-Print VX2



Quadro 2: Sequéncia génica dos primers utilizados para caracterizar os patétipos
diarreiogénicos de Escherichia coli.

Patétipo Nf)gr:;edo Nporrinrr?e?'o Sequéncia Pb
oz StX2.F TCGCCAGTTATCTGACATTCTG Jos
EHEC .STEC X Stx2.R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

ol stxl.a TCTCAGTGGGCGTTCTTATG 238

stxL.b TACCCCCTCAACTGCTAATA

caeA 220F CGGCGATTACGCGAAAGA

EHEC-EPEC eaed caeA 220R CCTAAATTTGCCGTAAAG GG 248

. E16S.a CCCCCTGCACGAAGACTGAC
E.coli 165 E16S.b ACCGCTGGCAACAAAGGATA 400

3.1.8 Anadlises de dados
Os dados do isolamento microbioldgico, antibiograma e caracterizacdo molecular das cepas de E. coli
foram apresentados na forma de porcentagem.

3.1.9 Comité de ética

A presente pesquisa ndo obteve necessidade de aprovacido do comité de ética CEUA/Jatai, por se tratar
de um levantamento em amostra presentes na bacterioteca da universidade federal de jatai.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Antibiograma
Foram testadas 18 drogas distintas, de grupos diferentes ou pertencentes ao mesmo grupo nas 150
amostras, onde foi possivel observar alta taxa de resisténcia e multirresisténcia. Todas apresentaram resisténcia
a pelo menos 2 antimicrobianos testados (grafico 1), evidenciando 100% (150/150) de cepas multirresistentes

Grafico 1: Perfil de suscetibilidade de Escherichia coli isoladas de alimentos.
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Legenda: AMP - ampicilina, AML - Amoxilina, CEF - Ceftiofur, CIP - Ciprofloxacina, COL - Colistina, DOX -
Doxiciclina, ENR - Enrofloxacina, FFC - Florfenicol, FOS -Fosfomicina, CN - Gentamicina, LS - Linco Spectrin, N -
Neomicina, NOR - Norfloxacina, OX - Oxitetraciclina, PEN - Penicilina, SXT - Sulfa+Trimetropim, TIL - Tilmicosin,
e TET - Tetraciclina, S - Sensivel, I - Intermediaria e R - Resistentes.




Grafico 2: % de amostras Multirresistentes.
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As amostras de E. coli testadas foram testadas quanto o seu perfil de suceptibilidade antimicrobiana e
classificadas como resistentes ou multirresistentes, e o antimicrobiano com maior resisténcia foi a penicilina, cujo
0 mecanismo de a¢do sugere que o seu caracter bactericida deriva da sua interveng¢do como inibidor enzimatico
do processo de transpeptidacdo durante a sua sintese da membrana. Desta forma, a penicilina atua debilitando a
parede bacteriana e favorecendo a lise osmética da bactéria durante o processo de multiplicagdo. ALTERTHUM,
2015). A Penicilina acompanhada pelo Tilmicosina se mostrou com maior taxa de resisténcia, e esse fato pode ser
atribuido ao uso indiscriminado dos antimicrobianos, em satide humana como retrata a penicilina, como em satde
animal evidenciado devido os resultados de resisténcia do Tilmicosin.

Por outro lado, as drogas que apresentaram o maior perfil de sesibilidade aos antimicrobiano foram a
fosfomicina onde 100% dos isolados se mostraram sensivel, seguido da colistina. O que é correto afirmar visto que
a fosfomicina é um antimicrobiano de amplo expectro utilizado apenas em hospitais e para infec¢des bacterianas
que apresentem uma alta resstencia as outras drogas e a colistina apesar de ser um droga com atuagao frente as
bactérias gram-negativa e aerdbicos facultativos se mostra sensivel devido a cautela em receitar o seu uso devido
o seu potencial de toxicidade quando somado a outras drogas, ambas as drogas ndo sdo empregadas
demasiadamente o que justifica o seu exelente resultado bactericida.

Nakamoto et al (2018) estudando E-coli em carne moida, também indetificou um perfil de resisténcia a
penicilina (33%). Enquanto que Queiroz (2017) constatou em seu estudo com produtos carneos uma alta taxa de
resisténciana penicilina com 92,5%, frente a Eschericha coli. Franco et al. (2010) constataram em seu estudo com
isolados de E.coli em carne suina, cepas que apresentaram 100% de resisténcia a penicilina. Cardoso etal. (2015)
identificou cepas resistentes a Fosfomicina, Gentamicina e Norfloxacina. Enquato nesse estudo a droga com maior
perfil de sensibilidade foi a Fosfomicina. Para o antimicrobiano Colistina Corréa (2013) encontrou em seu estudo
com frango 96,7% de sensibilidade a colistina, dados esse que validam com o desse estudo. Enquanto que no
estudo de Mantilla e Franco (2012) em amostras de carne bovina, foram identificada resisténcia a colistiana,
porém em pequenas porcentagems 0,88%.

4.2 Avaliacao do efeito antimicrobiano do extrato de Solanum palinacanthum em isolados de E.
coli por disco difusdo e microdiluicao.

Ao analisar a disco difusao, ndo foi possivel determinar a potencial de acdo bacteriostatica ou bactericida
pelo método de disco empregado, ja que todas as dilui¢des ndo se mostraram capazes de inibir o crescimento
bacteriano, ndo apresentado halo de inibi¢io em nenhuma das concentragdes testadas.



O extrato etandlico das folhas de Solanum palinacanthum nao teve atividade antimicrobiana sobre
Escherichia coli na concentracdo de 10 mg/mL.

Alguns estudos também nio verificaram a atividade antimicrobiana de plantas naturais. Santos (2019)
evidenciou no seu estudo a inatividade dos compostos com efeitos inibitérios, frente as bactérias gram-negativas
dentre as testadas a E. coli, mesmo que na maxima concentra¢do (CIM maior que 5 mg/mL), justificando-se, pela
constituicdo da parede bacteriana a qual atua como uma barreira. Santos et al (2018) testaram extrato etanélico
do fruto verde e maduro de Solanum lycoccarpum, sobre isolados de E. coli representando o grupo gram-negativo,
com o CIM maior que 2000 pg/mL, porém nao observaram resultado com potencial antibacteriano.

Souza et al (2010) realizaram um estudo com a popularmente conhecida pimenta biquinho,
comercializada em Santa Helena de Goias, pertencente a familia Solanacea onde testou o extrato etanélico bruto
obtido a partir dos frutos vermelhos de C. chinense que exibiu moderada atividade antibacteriana frente as
bactérias E. coli nas Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) de 250 pg/mL e 100 ug/mL, respectivamente.

4.3 Avaliacao do efeito antimicrobiano do extrato de Siparuna guianenses em isolados de E. coli
por disco difusao e microdiluicido

Ao analisar a disco difusdo, nao foi possivel determinar a potencial de agdo bacteriostatica ou bactericida
pelo método de disco empregado, ja que todas as diluigdes ndo se mostraram capazes de inibir o crescimento
bacteriano, ndo apesentado halo de inibicdo em nenhuma das concentragdes do extrato (quadro 4).

O extrato etandlico das folhas de Siparuna guianenses nio teve atividade antimicrobiana sobre
Escherichia coli na concentragdo de 10 mg/mL.

Com relagido aos testes de avaliagcdo do potencial antibacteriano das espécies vegetais frente a bactéria
E. coli (Magalhaes, 2018) na utilizagdo do extrato qual??? ndo evidenciou resultado que pudesse determinar o valor
da CIM Siparuna, entretanto, observou que o extrato da negramina inibiu o crescimento bacteriano em 89,3% na
maior concentracdo testada, quase alcangando o valor estabelecido pelo da CIM, além disso, também apresentou
67,9% de inibi¢do na concentrag¢ido de 2000 pg/mL.

Em estudos realizados utilizando o 6leo essencial da negramina, foi possivel avaliar atividade
antibacteriana frente a E. coli, o autor Montanari 2010, evidenciou que o 6leo, inibiu o crescimento bacteriano em
concentragdes relativamente baixas 863 ug. mL-l. Da mesma forma em que Andrade (2013) notou atividade
inibitéria em concentragdes baixas 125-500ug.mL-1. Soares 2010, em Botucatu Sdo Paulo, testou diversos
extratos, dentre eles a Siparuana, entretanto, ndo evidenciou nenhum efeito inibitério ATCC 25922 (CLSI 2018),
entretanto obteve resultados positivo para a cepas Staphylococcus Aureus.

Mignoni 2020 realizou as duas técnicas inibitérias (disco difusdo e microdiluicdo) usando extratos,
evidenciando em seu estudo uma maior inibi¢do das bactérias Gram positivas, ndo obtendo inibi¢do para E. coli e
justifica esse resultado através de dois autores. O primeiro justifica essa auséncia inibitoria, através da constituicdo
da parede bacteriana, onde as Gram negativas apresentarem uma membrana externa em torno da parede celular,
dificultando assim a permeabilidade das amostras testadas (CHEW et al., 2011).

0 segundo autor, levanta a importancia do emprego de duas metodologias distintas, mas que ao
final segue o mesmo objetivo, o que permitiu concluir que a técnica de microdiluicdo em caldo foi mais
sensivel em relagdo a difusdo em disco, fato que provavelmente ocorreu devido a baixa solubilidade de
produtos naturais no agar e a dificuldade de difusdo em disco de moléculas de alta polaridade e/ou maior
massa molecular (Alves et al,, 2008).

Os efeitos antimicrobianos das plantas ja foram descritos em outros estudos. A utiliza¢do das plantas
medicinais é uma das mais antigas armas empregadas para o tratamento de enfermidades humanas e muito da
informacgio a respeito de seu uso vem através da sabedoria popular. Temos plantas ja conhecidas, a Cancorosa-de-
trés-pontas Jodina rhombifolia, suas folhas e ramos em uso interno (infusido a 5%) sido indicados nos resfriados e
nos distarbios do aparelho digestoério.

As cepas de E. coli testadas neste estudo foram anteriormente confirmadas como resistentes ou
multirresistentes, e o0 antimicrobiano com maior resisténcia foi a penicilina, cujo o mecanismo de agdo sugere que
o0 seu caracter bactericida deriva da sua intervenc¢do como inibidor enzimatico do processo de transpeptidacio
durante a sua sintese da membrana. Desta forma, a penicilina atua debilitando a parede bacteriana e favorecendo



a lise osmética da bactéria durante o processo de multiplicacdo. Portanto o resultado negativo do efeito
antimicrobiano dessas plantas nestes isolados pode sugerir que essas plantas também tenha uma agio frente a
membrana de bactérias e estas por serem comprovadamente resistentes a antimicrobianos que atuam em
membrana podem ter apresentado um efeito antimicrobiano negativo.

Outro ponto que pode explicar a auséncia de inibicdo é a concentracdo dos compostos com atividades
antimicrobiana que podem esta em pequena quantidade nesses extratos, em decorréncia do processo de extracdo
do extrato bruto, uma vez que outros estudos identificam atividade nas mesmas plantas, porém com outras formas
de extracbes que é o caso do 6leo essencial, onde outros estudos apontam a sua eficacia inibiptoria.

4.4 Caracterizacao molecular das E. coli isoladas de alimentos

4.4.1 Grupos filogenéticos

Apdbs a determinacdo dos grupos filogenéticos (quadro 1), foi possivel determinar que o grupo
filogenético B1 obteve maior representatividade, correspondendo a 62% (94/150) do total das amostras
analisadas, seguido dos pertencentes aos grupos filogenéticos A ou C, correspondendo a 27% (27/150) do total, o
Clado I ou Il com 3% (4/150) do total, grupo filogenético B2, sendo o menos frequente, apresentou 1% (1/150)
do total, grupos filogenéticos D ou E, com 6% (9/150) do total, e o grupo filogenético, com 4% (6/150) do total.
6% (9/150) das amostras analisadas foram classificadas como grupo indeterminado (U). Em determinadas
situagdes, a PCR quadruplex ndo determina amostras pertencentes aos grupos filogenéticos A ou C e D ou E,
havendo a necessdarias de outras PCRs, elas ndo foram realizadas no presente estudo (tabela 1 e figura 12).

Tabela 01: Distribuicio dos grupos filogenéticos de E. coli isoladas de alimentos

Grupo Carne Carne Frango Queijo Alface Total % por
Filogenético | moida suina por Grupo
Grupo
AouC 7 6 9 2 3 27 18%
Bl 30 12 20 17 15 94 62%
B2 - - 1 - 1 1%
Clado I ou Il - 2 - 2 - 4 3%
DouE 2 - 1 - 6 9 6%
F - - 6 - - 6 4%
U 2 1 4 - 2 9 6%
TOTAL 41 21 41 21 26 150 100%
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FIG 12: para a amplificacdo dos genes arpA (400 pb); chuA (288 pb); yjaA (288 pb) e do
fragmento TspE4.C2 (153 pb), utilizados para a classificacdo dos grupos
filogenéticos de E. coli isoladas de acordo com Clermont (2013). M = Marcador de
peso molecular (100 bp DNA ladder Plus; (+) = controle positivo; os nimeros acima
das canaletas correspondem a identificagdo das amostras de carne moida



Os grupos filogenéticos propostos por Clermont et al. (2013), se encontra todos presentes dentre os 150
isolados de E. coli, proveniente de matrizes alimenticias. GUIMARAES et al (2015) demostram que cepas isoladas
de E coli podem possuir multiplas origens, possuindo ou ndo linhagem patogénica, sendo caracteristico de possivel
aquisicdo horizontal de genes virulentos. Em fun¢do da variedade entre linhagens o conhecimento dos filos grupos
predominantes em diversas regides é de fundamental importancia. Escobar-Paramo et al. (2006) traz em seu
estudo que caracteristicas especificas das populacdes comensais de E. coli de mamiferos e aves estdo relacionadas
ao ambiente versus hospedeiro. Todos os grupos filogenéticos foram 100% multirresistentes os antimicrobianos
convencionais e aos extratos testados.

A classificagao filogenética por PCR quadruplex descrita por Clermont foi efetiva para a determinagdo
dos grupos filogenéticos dos isolados de Escherichia coli utilizados nesse estudo. Todos os grupos filogenéticos
descritos por Clermont et al. (2013) foram detectados entre as amostras analisadas. O grupo B1 (comensal) foi o
mais prevalente considerando o conjunto total de amostras analisadas. A maior prevaléncia para o filo grupo B1
nos diz que apesar dos alimentos terem a presenca de E coli, elas ndo possuem capacidade de viruléncia, sem
grandes capacidades de causar danos a saide. Uma inica amostra foi classificada para o filo B2 de carne de frango,
e 9 amostras identificadas pra o grupo D ou E sendo duas amostras de carne moida, uma de frango, e seis amostras
de alface, que possuem capacidade de viruléncia.

Todas as cepas foram multirresistentes e os grupos patogénicos B2 e D ou E tiveram perfil de
resistentencias as drogas amoxilinas, ampicilinas, penicilinas, doxiciclinas, oxitetraciclina, sulfa e trimetropin,
gentamicina e neomicina.

E importante enfatizar que a bactéria para ser patogénica e resistente ela demanda de um grande gasto
energético e que por muito tempo essa informacdo serviu de acalento aos cientistas e o presente estudo evidencia
que apesar do pequeno numero de E. coli patogénicas é resistente aos antimicrobianos, esta presente no dia a dia
do consumidor e que pode ser um indicador de possiveis problemas relevantes em satide publica, caso medidas
higiénicas, boas praticas de fabricacio/manipulacio e principalemte uso racional de antimicrobianos e
promotores de crescimento ndo seja aplicados de maneira acertiva a fim de minimizar contaminac¢do ou infc¢do
causadas por Escherichia coli.

4.4.2 Caracterizacao molecular dos patotipos

Com relagdo a presenca de patotipos STEC, EHEC ou EPEC nestas amostras estudadas, nenhum isolado
apresentou o resultado positivo de amplificagdo para os genes de viruléncia stx1, stx2 (Figura 13) e para eaeA
(figura 14). Para que fossem classificados como EPEC obrigatoriamente as amostras deveriam apresentar o gene
eaeA, para serem classificados como STEC expressar os genes stx1, stx2 ou ambos, e para ser pertencente ao
patotipo EHEC teria que expressar stx1 ou stx2 ou ambos e ainda o gene eaeA. Sendo assim, conforme o Quadro 03,
nenhum dos patétipos (STEC, EPEC e EHEC) foi identificado entre os pools testados, representando os 150 isolados
de E. coli.

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos genes stx1, stx2 e E16s

FIG 13: Eletroforese para visualizacdo dos produtos de amplificacdo dos stx1 338pb, stx2 255pb e E16s 400pb. M
= padrdo de peso molecular 100bp ladder plus; (+) = controle positivo para stx1 e stx2 (amostra 175 de
ovinos), (-) para stx1 e stx2 (com uma bactéria que ndo é stx1 e stx2), P1 a P16 = Pools de amostras de E. coli
isoladas de alimentos. P1 a P14 = carne moida; P15 e P16 = carne de frango; (-) = controle negativo (com
agua ultrapura).



O gene para o rRNA 16S (E16S) tiveram amplificagdo em todos os pools E. coli utilizados nesse estudo
(Figura 13), confirmando a presenca, a qualidade fisica e a pureza do DNA. Extinguindo as possibilidades de
contaminagio nas amostras dos alimentos testados (carne moida, frango, suina, queijo tipo minas frescal e alface).

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose para visualiza¢cdo do gene eaeA
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FIG 14: Eletroforese para visualizacdo dos produtos de amplificacdo do gene eaeA 248pb. M =
padrdo de peso molecular 100bp ladder plus; (+) = controle positivo para eaeA (amostras
0157.H7), P1 a 31 = Pools de amostras de E. coli isoladas de alimentos. P1 a P14 = carne
moida; P15a P22 = carne de frango; P23 a P26= carne suina, P27 a P29 = queijo minas frescal,
P30 e P31=alface; (-) = controle negativo (com agua ultra pura)

Xia et al., (2010), nos Estados Unidos da América (EUA) evidenciaram em carne moida, frango e porco a
prevaléncia de 0% na pesquisa de STEC na carne de frango e, determinou a prevaléncia de 0,09% (1/1.167) de
STEC em carne suina ambos resultados compactua com os nossos resultados, pois ndo identificamos a presenga
de STEC em carne suina e de frango.

Ja, Alonso et al., (2012), na Argentina pesquisaram prevaléncia de STEC em hamburgueres, mitdos,
carcacas e cloacas frango, revelando ter encontrado uma prevaléncia geral de 5% (53/1.057) de STEC em amostras
de alimento de frango, contradizendo nossos dados ainda em sua pesquisa, quando direcionada a carne de frango
nao foi identificado a prevaléncias de EHEC, o que concorda com nosso estudo que também ndo evidenciou
amostras positivas.

Franco et al,, (2008), em uma pesquisa no Rio de Janeiro, o qual pesquisavam Escherichia coli em varias
partes da carne suina, revelaram ndo ter encontrado nenhuma cepa de EHEC em carne suina, o que entra em
concordancia com nosso estudo que também nao encontrou EHEC em carne suina.

Outros autores como Timm et al., (2009), no Sul do Brasil, pesquisando EPEC em amostras de carne
moida e leite cru, encontraram 2% de prevaléncia de EPEC, o que difere de nossos resultados. Hill et al. (2011),
encontraram resultados positivos para Escherichia coli diarreiogénicas encontradas em alimentos crus ou mal
cozidos (carne moida, carne de frango) 4,6% de EPEC diferindo mais uma vez desse estudo.

Wang et al, (2017) no Japao, evidenciaram 18% (5/28) de EPEC E. coli diarreiogénicas isoladas em carne
suina, mais um dado em desacordo com o presente estudo. Gonzalez et al. (2017), na Argentina, evidenciaram em
seu estudo com E. coli diarreiogénicas isoladas de vegetais,1,1% (3/267) de amostras positivas para EHEC,
diferindo do estudo atual.

Nao foram encontrados os patétipos EHEC, STEC e EPEC nas amostras de alimentos analisadas neste
estudo. No entanto, a presenca de Escherichia coli, uma bactéria comensal do intestino, que quando encontrada em
alimentos para consumo humano indica contaminagio fecal, o que pode estar envolvido neste processo a falta de
higienizacdo na manipulagdo e preparo destes alimentos no varejo ou no processamento na industria.

Ha auséncia de cepas diarreiogénicas positivas, sugere menores probabilidades de surtos com DVA na
regido advinda a amostragem, porém esse elevado indice de contaminacao por E. coli reflete o risco de serem
encontrados nos alimentos E. coli diarreiogénicas que podem levar a problemas mais graves em grupos de risco,
afetando principalmente criangas, idosos e imunocomprometidos, desde uma diarreia simples a colites
hemorragicas e Sindrome Hemolitica Urémica nos quais podem ser fatais.



Entretanto, acreditamos que nido obtivemos resultados positivos, para o grupo diarreiogénicas devido o
N amostral, quando comparado as demais literaturas. As E. coli pesquisadas ndo eram diarreiogénicas para
nenhum desses trés patotipos STEC, EHEC e EPEC, ndo excluindo a possibilidade de pertencer a outros patétipos
ou até mesmo a esses trés ja pesquisados, caso aumente o nimero amostral ou até mesmo de ser extra intestinais
que também sdo importantes em satde publica.

5 CONCLUSOES

A Siparuna guianensis e a Solanum palinachanthum de acordo com a metodologia aplicada e as
concentracgdes testadas, ndo apresentaram efeito antimicrobiano nas cepas de E. coli nessa pesquisa. Ainda sido
poucos os estudos sobre o potencial para fitoterapicos e farmacos e, no campo da agroecologia para S. guianensis
e S. palinacanthum. A acdo antimicrobiana dessas plantas se da pela presenca de metabdlitos secundarios, e foi
comprovada a eficiéncia antimicrobiana destas plantas em algumas pesquisas, porém os resultados obtidos no
presente estudo ndo alcangou os mesmo que apresentaram uma resposta positiva em relacdo a acao contra as
bactérias. Desta forma, o resultado da pesquisa testou negativo para a agdo medicinal contra essas bactérias as
quais foram submetidas em teste com as plantas S. guianensis e S. palinacanthum.

Todos os filogrupos tiveram exemplares identificados nesse estudo e a grande maioria se tratando de E.
coli comensal, mas foi indetificada 10 amostras com pertencentes aos grupos patogénicos, dessas amostras nao
foram identificadas como pertencentes aos patotipos EHEC, EPEC e STC, o que nds dizemos que o N amostral deve
ser maior quando se tratando desses isolados em alimentos e que nio exclui a possibilidade se pertencer a outros
patotipos ou as extras intestinais.

Diante do exposto podemos concluir que sdo necessarias mais pesquisas para avaliacio do efeito
antimicrobiano da S. guianensis e S. palinacanthum em bactérias que sejam resistentes a outros antimicrobianos
que ndo a penicilina ou beta-lactadmicos e que outros métodos de extracdes devem ser investigados, visto a eficicia
apresentada na literatura.
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Anexos

1. Organize o artigo em TITULO, RESUMO, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAIS E
METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSAO (S) (os trés ultimos
preferencialmente em capitulos separados), Agradecimentos, Declaragao de
conflito de interesse e REFERENCIAS:

a.

b.

>

O TITULO deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo: informar detalhes de
identificacdo cientifica nos MATERIAIS E METODOS.

Nomes de autores com varios nomes e sobrenomes devem ser abreviados,
por exemplo, simplificar Claudio Severo Lombardo de Barros para Claudio SL
Barros ou Barros CSL

O Autor para Correspondéncia deve ser aquele que garante o contato com o
Corpo Editorial do PVB. Eleve mais uma vez os asteriscos para a chamada as
notas de rodapé, para que parecam maiores.

O Titulo do RESUMO deve conter os nomes abreviados e invertidos dos
autores, 0 ano, o titulo [a travar quando traduzidol e o endereco postal do
laboratorio ou instituicao onde foi realizada a parte principal da pesquisa
(compare sempre os autores do artigo e sua listagem no Titulo do Resumo para
evitar discrepancias).

A nota de rodapé da primeira pagina deve conter o endereco profissional
completo de cada Autor (no idioma do pais do Autor onde a correspondéncia
pode ser enviada, portugués, espanhol, inglés, etc.), bem como o e-mail
sublinhado do correspondente Autor.

O RESUMO deve ser uma versao bem explicada do RESUMO em portugués,
seguido de "TERMOS DO INDICE", que deve incluir os termos do titulo, visto que
nao sao apenas Termos Adicionais do Indice.

O RESUMO deve conter (1) o titulo [entre colchetes e em negrito (2) o que foi
investigado, indicando (2) os materiais e meétodos utilizados, (3) os resultados
mais importantes e (4) a conclus&o, seguida por "TERMOS DE INDEXACAO" (que
também incluem palavras do titulo, pois nao sao apenas Termos Adicionais do
Indice).

A INTRODUGAO deve ser curta, com citagao da literatura especifica, seguida do
objetivo da pesquisa.

Em MATERIAIS E METODOS, forneca todos os dados necessarios para repetir o
estudo.

Em RESULTADOS sao apresentados os dados obtidos de forma concisa.

Em DISCUSSAO, confronte os resultados com a literatura. Evite mencionar o
desenvolvimento de pesquisas ou planejamentos futuros para evitar o
compromisso da revista em publicar os resultados.

Basear as CONCLUSOES apenas em seus resultados.

Nao mencione Agradecimentos no texto ou nas notas de rodapée, mas apos

as CONCLUSOES.

Declare qualquer conflito de interesses ou "nenhum” se for o caso.

As REFERENCIAS devem incluir todas as citacdes consultadas e apresentadas
cronologicamente no texto. Escreva a lista de Referéncias em ordem alfabética
e cronologica, comecando pelo sobrenome do primeiro autor, seguido de todos
os demais autores da respectiva referéncia, em letras maiusculas e

minusculas. Cada Autor dividido apenas por uma virgula, seguido do ano, titulo,
e o0s dados da publicacao (extensivamente em caso de duvida sobre
abreviatura), de acordo com www.pvb.com.br .

2. O estilo da revista deve ser atendido, da seguinte forma:

a.

Font Cambria em pitch 10, espago simples entre linhas; formato de pagina A4,
com margens de 2cm (superior, inferior, esquerda e direita), texto justificado em



Qo

uma coluna. Coloque as legendas das Figuras abaixo da lista da Lista de
Referéncia; ndo repita as legendas junto com as imagens das Figuras. Envie
figuras e tabelas separadamente.

RESUMO e RESUMO sao escritos em apenas um paragrafo e nao deve conter
referéncias.

Os artigos devem ser concisos, sempre que possivel no pretérito e impessoais.
Os nomes cientificos devem ser apresentados por extenso (p.ex. Palicourea
marcgravii) no inicio de cada capitulo (Titulo, Resumo, Resumo, Introducao, etc.)
quando aparecem pela primeira vez, seguidos da abreviatura do género (p .ex. P.
marcgravir ).

Nos titulos das tabelas e legendas das figuras, escreva os homes cientificos por
extenso.

No texto, as chamadas as notas de rodapé sao feitas em algarismos arabicos,
em ordem crescente ao longo de todo o trabalho, sem a utilizacao de "Inserir
nota final" de Word.Nota: Nao use espacos entre os numeros e suas unidades
para evitar separa-los em duas linhas (p. ex.. 100ppm, 10mm, 50cm, 18x10cm, P
<0,05. A abreviatura do numero € “n " e ndo “n °"; para graus Celsius “o C" e nao
‘o C".

Tabelas e Figuras devem ser citadas no texto com seus respectivos numeros
em ordem crescente.

Abreviaturas de instituicoes, quando apresentadas pela primeira vez, devem ser
colocadas entre parénteses apos o nome completo da instituicao.

As citacoes da literatura no texto sao feitas por "autor e ano" (p.ex. Caldas

2005). Cite artigos com dois autores usando os dois nomes (p.ex. Pedroso &
Pimentel 2013.) Cite artigos com mais de dois autores no texto pelo primeiro
nome do autor seguido de "et al." e o ano (p.ex. Brito et al. 2015). Se a citacao de
dois artigos for idéntica, faca a distingao acrescentando letras minusculas apos o
ano de publicacao (p.ex. Barros 2017a, 2017b). A ordem de citacao no texto deve
ser cronologica (p.ex. Barbosa et al. 2003, Armién et al. 2004).

Consulte o texto completo de todos os artigos citados; se nao for possivel, cite
a referéncia original no texto do manuscrito como, p.ex., Bancroft (1921); e entao,
na Lista de Referéncias, deve aparecer como Bancroft 1921. ......... titulo. ... Diario
.. (Apud Suvarna & Layton 2013). Alem disso, inclua esta referéncia consultada
na integra na Lista de Referéncias.

O uso de “comunicacao pessoal” e “dados nao publicados” deve ser excepcional
e citado no texto como Autor e Ano (Barbosa 2016), € na Lista de Referéncias
como p.ex. Barbosa 2016. Comunicacao Pessoal (Universidade Federal do Para,
campus Castanhal, Brasil).

As legendas das figuras (p.ex. "Fig.3. ..... .") devem ser suficientemente
informativas para a compreensao (porque as Figuras sao independentes do
texto).

Os titulos das tabelas devem ser escritos em negrito, e o cabecgalho (titulos
das colunas) deve ser claro (hao negrito), escrito em letras maiusculas e
minusculas, e separados por duas linhas horizontais longas. Nao ha linhas
verticais nem fundo cinza; excepcionalmente podem existir linhas horizontais. As
chamadas de notas de rodapé devem ser em letras minusculas ou outros sinais,
mas nao em algarismos arabicos. As tabelas devem ser submetidas em Word
(nao como imagens) para permitir correcdes de acordo com o estilo da revista.
Os dados complexos devem ser enviados como graficos (mas referidos como
Figuras) em 2D sem fundo cinza e linhas horizontais. Escreva graficos, incluindo
texto, com Cambria em tom 10.

3. Apresentacao da figura:

a.

Formato e dimensao: As imagens devem estar em formato TIF, canal RGB, 85
mm de comprimento e resolucao de 300 dpi (pixel / polegada) para figuras
coloridas e 600 dpi (pixel / polegada) para figuras em preto e branco (graficos e
mapas).




b. Numeracao: As figuras devem ser nomeadas separadamente e identificadas
apenas por numeros na ordem em que sao citadas no texto (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3,
etc.). Nao use letras (Fig. 1A, 1B, 1C, etc) para identificar as figuras.

c. ldentificacao de estruturas; Caso seja necessario destacar estruturas especificas
dentro da imagem, utilize fonte "Cambria 8 pontos’, preto ou branco, ou setas
pretas ou brancas dependendo do fundo da figura.

d. Micrografias: as barras de escala nao sao obrigatorias.

e. Legendas das figuras: Cada figura deve ter uma legenda autoexplicativa. Deve
conter o que esta na imagem, seguido de informagoes adicionais (Exemplo de
formato de legenda da figura: Fig.1. Descricao da imagem. Diagnostico, orgao ou
tecido, espéecie animal, numero do caso. Histoquimica (HE, PAS, etc.) ou método
imunohistoquimico (vimentina, etc.). Ao descrever aspectos da imuno-
histoquimica, use o termo "imunomarcacao’ em vez de "coloracao” ou "positivo”.
Indique onde ocorreu a ‘imunomarcacao” (nuclear, citoplasmatica e
membranosa) e em que extensao As legendas das figuras devem aparecer no
manuscrito principal, apos as referéncias.

4. Todas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas na Lista de
Referéncias. Antes de enviar o artigo, as discrepancias devem ser corrigidas pelo
Autor. O sistema ScholarOne blogueia automaticamente se tais disparidades existirem).




